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INTRODUCTION. 


‘Les endotoxines des bactéries & Gram négatif font, depuis plus 
d’un demi-siécle, lobjet de recherches biologiques, pharmaco- 
logiques, médicales et chimiques. Nos connaissances actuelles sur 
la biologie et la chimie des endotoxines sont dues a un ensemble 
de travaux, entrepris souvent dans des buts trés différents. I] s’est 
avéré que les complexes endotoxiques des bactéries & Gram 
négatif, vivantes ou mortes, produisaient un grand nombre de 
réactions caractéristiques chez les animaux supérieurs {41}. De 
nombreux chercheurs se sont intéressés principalement aux pro- 
priétés immunologiques spécifiques des endotoxines appelées 
dans ce cas antigénes O [2, 3]; d’autres ont travaillé sur la seule 
activité pyrogéne [4], soit pour l utiliser, soit pour essayer de 
’éliminer [5]. Il suffit d’évoquer a ce sujet toutes les recherches 
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des pharmacologistes pour inactiver et pour éviter les substances 
pyrogénes bactériennes présentes dans les solutions thérapeutiques 
conservées en ampoules [5]. D’autres chercheurs se sont intéressés 
a la substance des hactéries 4 Gram négatif, nécrosante pour les 
tumeurs [6], ou susceptible de provoquer Je phénoméne de 
Shwartzman [7], d’autres encore s’efforcérent d’isoler le facteur 
qui augmente chez les animaux la résistance naturelle aux infec- 
tions [8], etc. Au cours de ces deux derniéres années on découvrit 
que toutes ces activités étaient le propre du complexe de |’endo- 
toxine et que la plupart, sinon la totalité, des bactéries 4 Gram 
négatif étaient capables de produire dans leur paroi [8, 9] cette 
substance si active : ce n’était pas l’apanage des seules Enterobacte- 
riaceae [10]. 


Tasteau I. — Quelques manifestations des activités de l’endotoxine 
(Antigéne O) chez les animaux supérieurs. 


PREMIERE PHASE. 


Aigué. Principalement non spécifique. 
Effets sur la température (fievre). 
Activation des mécanismes hormonaux et enzymatiques (fibrinolyse, etc.). 
Changements dans le tableau des cellules blanches : 
Leucopénie, 
Leucocytose, 
Lymphopénie, 
Eosinopénie. 
Changements dans le titre des composants sériques (complément, properdine). 
Changements dans la vitesse du métabolisme de nombreux systémes cellulaires 
GoES Ray ete); 
suivis par : 
Changements de la résisiance non spécifique aux infections. 


SECONDE PHASE. 


Moins aigué. Principalement spécifique. 
Formation des anticorps 
suivie par : 
Changements de la résistance spécifique aux infections. 


Le tableau I donne un apergu de quelques actions typiques des 
endotoxines aprés leur injection dans Ja veine des animaux supé- 
rieurs. Nous savons aujourd’ hui que ces actions sont obtenues 
avec des doses excessivement faibles d’endotoxines. 


ISOLEMENT ET PURIFICATION DES ENDOTOXINES [44]. 


Le but de Visolement et de lanalyse des endotoxines est 
d’essayer de déterminer les structures chimiques responsables de 
ces différentes activités. 
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Avant d’entreprendre l’analyse des endotoxines il était évidem- 
ment nécessaire de les isoler et de les purifier. L’un des pionniers 
de ces recherches et en fait, le premier de tous, fut André Boivin, 
arraché trop tét a ses travaux par une mort prématurée qui 
désola le monde scientifique en 1949. Depuis 1982, il avait extrait 
les toxines d’un grand nombre de bactéries au moyen de sa tech- 
nique a l’acide trichloracétique [42] et étudié leurs propriétés bio- 
logiques, particuliérement leur antigénicité [13]. Se basant sur 
ses analyses chimiques il avait appelé ces subsiances « antigénes 
glucido-lipidiques » [44] parce que, chaque fois, il retrouvait 
comme constituant essentiel un polyoside spécifique combiné avec 
des constituants lipidiques. 


Tasteau I. — Procédés d’extraction des endotoxines bactériennes. 
ANNEES AUTEURS PRocEDE BactTERIES 
1932... A. Boivin et coll. Acide trichloracétique Nombreuses _ bactéries 
(42, 43]. a froid. a Gram négatif. 
1984 .. H. Raistrick Digestion trypsi- Nombreuses  bactéries 
et W. WC. Topley. que suivie de di- a Gram négatif. 
[45]. verses précipitations. 
1937... W.T.J. Morgan et Diéthyléne glycol. Shigella dysent., 
S. M. Partridge [24]. S. typhosa, 
1939... A. A. Miles Autolyse en présence Brucella melitensis. 
et N. W. Pirie [47]. de phénol (2 p. 100) 
suivie de  précipita- 
tions. 
1940 . J. W. Palmer Phénol liquide 4 froid Salmonella et autres 
et T. D. Gerlough. suivi d’une extraction bactéries. 
{48}. par l'eau. 
1940.1 J. Walker [19]. Urée, 2,5 molaire. E. coli, Salmonella. 
1945 .. W.F. Goebel et coll. Pyridine-eau (1: 1). Shig. paradysent. 
[20]. Flexner. 
1952... R.§. Roberts [24]. Eau 4 80-85° C. E. coli. 
1952... O. Westphal a) Emulsions eau- Nombreuses _bactéries 
et O. Liideritz [22]. phénol a froid ; a Gram négatif (et 
b) Mélange homogéne autre matériel). 
phénol-eau a 60- 
65° C. 
1958 .. E. Ribi et coll. [23]. Ether ou dioxane et Salmonella. 


eau. 


Le tableau II donne un apercu des différents procédés d’extrac- 


tion élaborés depuis celui de Boivin. Is aboutissent tous a l’obten- 
tion des substances de haut poids moléculaire qui donnent dans 
eau des solutions colloidales. 

C’est principalement aux travaux de Walter Morgan (16, 24], 
3 Londres, et de Walther Goebel [20], 4 New-York, que nous 
devons ce que nous savons sur la chimie de ces substances bacté- 
riennes. On voit sur la figure 1 que les endotoxines sont des 
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complexes qui contiennent un polyoside phosphorylé et un compo- 
sant protéinique. Nous avons montré, en outre, dans notre labo- 
ratoire avec le D™ Liideritz [44, 25] qu’a cété d’un lipide facilement 
extractible, appelé lipide B, il existe un autre composant lipoidique 
fortement attaché au complexe, appelé lipoide A. Nous avons 
trouvé aussi que c’est le lipoide A et le polyoside qui sont res- 
ponsables de toutes les activités du complexe endotoxique [41]. 
En réalité, le composant protéinique est responsable de l’anti- 
génicité du complexe (en tout cas chez le lapin), mais il semble 
ne jouer aucun rédle dans ses activités pharmacologiques. Le 
lipide B, que Morgan {24] identifia & un composé képhalinique, 


Complexe Lipopolyoside—Proteine-Lipide 


Pee 


Lipopolyoside Protéine conjuguee Lipide B 
(Polyoside non dégradé) (facilement 
ae, oe detachable) 
pi oe oside phosphorylé Lipoide A aan A Protéine 
Rlaskcoevae at cca degrade (Protéine si simple) 
Fic. 1. — Composants des endotoxines O des bactéries 4 Gram négatif. 


est biologiquement inactif, il ne fait pas réellement partie du 
complexe mais n’est qu’adsorbé sur lui. 

En 1952 nous avons mis au point une technique pour ee 
directement des germes le lipopolyoside sans protéine [22]: 

s’agit du complexe contenant le polyoside lié au lipoide A. a 
bactéries sont mises en suspension dans un mélange chaud homo- 
géne de phénol et d’eau, aprés quelques minutes & 65° environ 
le mélange est refroidi : le phénol et l’eau se séparent en deux 
couches. L’endotoxine sans protéine (lipopolyoside) est retrouvée 
quantitativement dans la couche aqueuse, mélangée avec des 
acides nucléiques ; les protéines se trouvent dans la phase phéno- 
lique inférieure. Aprés dialyse et ultracentrifugation on peut 
séparer le lipopolyoside de haut poids moléculaire des acides 
nucléiques plus légers. On obtient ainsi de facon simple le lipo- 
polyoside endotoxique purifié, le rendement de toutes les bactéries 
étudiées jusqu’a présent est de 3 a 4 p. 100 (rapportés au poids 
de bactéries séches). 
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En solution aqueuse, aux environs de pH 7, les différentes pré- 
parations ont un poids moléculaire de 1 a 10 millions {26] ; elles 
sont homogénes a |’électrophorése et migrent entre pH 8 et 9 
comme des anions faibles par suite des restes d’acide phospho- 
rique présents sur le composant polyosidique [44]. 

La composition est 55 4 75 p. 100 de polyoside phosphoryleé, 
25 a 45 p. 100 de lipoide A. 

I] n’y a pas d’autre composant. 


Incidemment, notre technique [22] a permis d’isoler, ces derniers 
temps, les acides nucléiques des tissus végétaux et animaux [27], en 
particulier elle a permis 4 Schramm [28] et a d’autres auteurs, d’obtenir 
des acides nucléiques viraux sans protéine. On a pu ainsi démontrer 
pour la premiére fois que l’acide nucléique des virus pathogénes pour 
les plantes et les animaux était responsable de la pathogénicité, ce qui, 
naturellement, est du plus haut intérét pour 1’étude des virus et 
Vimmunothérapie des infections virales. 


QUELQUES ACTIVITES BIOLOGIQUES DES ENDOTOXINES 
(MECANISME D’ ACTION). 


‘Les figures suivantes donnent une idée de la trés grande activité 
des lipopolyosides bactériens. 

Les lapins répondent déja a l’injection de 0,001 pg/kg par une 
légére réaction fébrile. Avec 0,01, 0,1 et 1 pg cette réaction est 
de plus en plus forte [25]. En méme temps les cellules blanches 
sanguines présentent des variations typiques : principalement leu- 
cocytose (granulocytose), toujours précédée d’une_ leucopénie 
significative avec les plus fortes doses. 

Sur la figure 2, on voit que les chevaux de 600 4 700 kg sont 
trés sensibles a injection intraveineuse des lipopolyosides bacté- 
riens [29]. Il s’agissait ici de la toxine extraite de S. abortus 
equi [30, 34]. On voit aussi que chez le cheval, on obtient un 
excellent rapport entre les doses et les variations de température. 
Chez les chevaux gardés a l’écurie, en effet, les écarts journaliers 
de températures sont généralement moindres que 0°3. 

Nous avons beaucoup de résultats chez l’homme. En Allemagne 
et dans quelques pays européens, on pratique dans quelques 
maladies la pyrothérapie, spécialement dans certains cas de mala- 
dies thrombo-emboliques [34, 32]. Les réactions qui suivent chez 
l'homme I’injection intraveineuse de 0,1 wg du ipopolyoside extrait 
d’Escherichia coli sont : fiévre, leucopénie suivie de Jeucocytose, 
lymphopénie et éosinopénie caractéristique, qui, pour quelques 
chercheurs, serait la conséquence de l’activation du systéme 
hypophyse-surrénale (cela rappelle le test clinique de Thorn [88}). 
Ceci fait partie de la « vegetative Gesamtumschaltung » de Hoff [34], 
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du phénoméne de Reilly [85], ou de la réacuon d’alarme de 
Selye [86] (v. la fig. 7, p. 806). 

Dans certains cas la dose minimum active du lipopolyoside est 
aux environs de 10° a 10° molécules par kilogramme ; en sorte 
que, aprés une injection intraveineuse, ces molécules se trouvent 
dans le sang en nombre comparable a celui des leucocytes cir- 
culants. 

En fait, un plus petit nombre encore de molécules sont peut-étre 
réellement actives. Nous savons en effet que le sérum des animaux 
supérieurs contient un facteur (découvert par Hegemann 4 Munster 


aT °C 


Lipopolyoside 


Ss WS 
«—————_ Injection de 


3 fi 5 6 , 7 heures 8° 


ca 


Kic. 2. — Réaction fébrile du cheval aprés l'injection intraveineuse du lipopolyoside 
de S, abortus equi. Courbes de températures moyennes. 


en 1952 [37]) qui inactive relativement rapidement les propriétés bio- 
logiques de l’endotoxine [37, 38], en sorte qu’une partie seulement de 
’endotoxine injectée doit étre effectivement active. 


On peut done conclure que le groupement actif de l’endotoxine 
et les récepteurs correspondants, existant chez les animaux supé- 
rieurs, doivent posséder une structure chimique trés spéciale et 
de haute affinité réciproque. 

Les lipopolyosides que nous avons isolés d’un grand nombre 
de bactéries, principalement des Escherichia coli et des Salmo- 
nella, possédaient tous la méme action biologique, les doses 
minima actives élant toutes du méme ordre de grandeur. Par 
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exemple, les doses minima pyrogénes pour le lapin et l’homme 
étaient toutes comprises entre 0,001 et 0,003 pg/kg. On peut donc 
conclure que le principe actif de toutes ces endotoxines bacté- 
riennes est trés semblable sinon identique (44). 

La toxine agit-elle d’abord par un mécanisme périphérique, qui 
provoquerait indirectement son action centrale, ou agit-elle direc- 
tement sur le systeme nerveux central {89}? On ne le sait pas 
encore aujourd’hui. Beaucoup de faits laissent supposer qu’une 
activité typique de l’endotoxine, telle que la fiévre, est provoquée 
par lintermédiaire d’un médiateur endogéne, qui serait libéré au 
cours de l’action périphérique de la toxine. Un fort argument en 
faveur de cette théorie est le temps de latence qu’il est toujours 
nécessaire d’attendre avant de voir s’élever la température aprés 
injection d’endotoxine. Cette période est de quarante a soixante 
minutes chez ‘homme [40], de soixante 4 quatre-vingt-dix minutes 
chez le cheval [29]. Cranston, Wendt et d’autres auteurs [44, 42] 
ont pu montrer que les leucocytes du sang humain libéraient, sous 
l’action in vitro de la toxine, une substance pyrogéne dont le temps 
de latence était beaucoup plus court (environ dix 4 quinze minutes 
chez ’homme [40, 44)). 

Ce principe pyrogéne endogéne se différencie du pyrogene des 
bactéries par son comportement a la chaleur : il est thermolabile 
alors que le pyrogéne bactérien est trés stable 4 la chaleur. D’autre 
part, les injections répétées de pyrogéne bactérien aboutissent a un 
phénoméne de tolérance que l’on n’observe pas aprés des injections 
répétées de pyrogéne endogéne [42]. 


Récemment, Wood [43], 4 Baltimore, a pu isoler et purifier un pyro- 
gene endogéne a partir du plasma prélevé chez des animaux présentant 
une élévation de température provoquée par l’injection d’endotoxine. 
Cette substance était donc libérée in vivo par l’action de 1]’endotoxine 


bactérienne. 


La théorie de l’action des endotoxines bactériennes par différents 
médiateurs, sélectifs des diverses activités, libérés dans lorga- 
nisme par Vendotoxine, fait actuellement lobjet de nombreuses 
recherches dans certains laboratoires [44]. 


ANALYSE CHIMIQUE DES GROUPEMENTS BIOLOGIQUEMENT ACTIFS. 


Peut-on maintenant trouver dans les lipopolyosides des groupe- 
ments chimiques qui seraient responsables des activités biologiques 
de ces grosses molécules ? Pour la spécificité antigénique O des 
endotoxines, Boivin, puis Morgan, ont montré que le composant 
polyosidique était responsable de cette activité [12, 13, 24]. Mais 
les premiéres recherches sur un groupement chimique responsable 
des activités endotoxiques furent entreprises par Goebel en 
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1945 [45]. Il démontra sur l’endotoxine de Shigella paradysenteriae 
(Flexner) l’existence d’un composant responsable de Ja toxicite 
qu’il appela composant « T ». Par hydrolyse acide Goebel obtint un 
polyoside non toxique et une protéine toxique ; d’autre part, par 
fractionnements alcooliques d’une solution alcaline de ]’endotoxine, 
il obtint une protéine non toxique et un polyoside toxique. Dans 


N 
+ 
X 
Lipopoly oside “e, (non pyrogénique, 
pyrogene (toxique) “e« non toxique) 
1 pH fers 


Complexe artificiel 


Ya Acide dilue 


Le 


Polyoside degrade Lipoprotéine artifi- 
(non pyrogenique, non cielle (pyrogene, 
toxique) toxique ) 
Fic, 3. — Schéma de la scission des complexes artificiels par les acides dilués 


(lipoprotéines pyrogénes artificielles). 


le premier cas le composant T était done lié a la protéine, dans 
le deuxiéme cas au polyoside. Sur la nature chimique de ce com- 
posant Goebel ne donna alors aucune indication [46]. Nous avons 
pu montrer avec le D* Ltideritz qu’il s’agissait manifestement du 
lipoide A [44, 47, 48). 

Notre expérience est représentée schématiquement sur la figure 3. 

Le lipopolyoside a été combiné en solution faiblement alcaline 
& une protéine inerte [49] (caséine ou sérumalbumine cristallisée). 
I] se fait alors un complexe artificiel dans lequel la protéine est 
relativement fortement liée : ainsi on ne peut plus précipiter le 
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composant protéinique par l’acide trichloracétique [49]. Si l’on 
chauffe de tels complexes avec de l’acide dilué pendant de courtes 
périodes de temps, en analogie avec la dégradation de Goebel [45}, 
on sépare le polyoside, et il se forme une lipoprotéine artificielle 
dans laquelle seul le lipoide A est d’origine bactérienne. De telles 
lipoprotéines se comportent comme de puissants pyrogénes et sont 
relativement toxiques alors que le polyoside est inactif. 

De la, l’idée que dans l’endotoxine le lipoide A était le principal 
responsable d’un grand nombre d’activités biologiques [47, 48, 50], 
alors que le polyoside spécifique et la protéine ne servaient qu’a 
disperser le complexe et peut-étre a le présenter aux récepteurs 
spécifiques dans la position stérique appropriée. 


Le fait que l'état de dispersion du lipoide A joue un grand réle dans 
son activité est démontré par l’expérience suivante [44, 47]. 

Si l’on extrait le lipoide A du lipopolyoside par hydrolyse acide on 
obtient une substance insoluble dans l’eau. Si l’on injecte une suspen- 
sion dans l’eau de ce lipoide dans la veine des lapins, il faut 100 ug/kg 
pour obtenir un effet pyrogéne. Si, par contre, on disperse le lipoide A 
au moyen d’une solution de Tween, la dose minimum active tombe 
entre 1 et 10 pg ; lorsque l’on utilise la lipoprotéine artificielle, la dose 
minima descend jusqu’a 0,01 ng/kg. Récemment, nous avons trouvé 
que le lipoide A pouvait étre dispersé en solution aqueuse au moyen 
de dextranes de faibles poids moléculaires, la dose minima active de 
telles suspensions est aussi voisine de 0,01 yg/kg. 


Beaucoup d’activilés endotoxiques sont done bien liées a la struc- 
ture du lipoide A et dépendent, d’autre part, de son état de disper- 
sion, réalisé en principe par un transporteur lyophile. 


INFLUENCE SUR LA RESISTANCE NON SPECIFIQUE AUX INFECTIONS. 


Une des activités caractéristiques d’un grand nombre de bacté- 
ries & Gram négatif est Jeur influence marquée sur la résistance 
non spécifique aux infections. Le D* D. Rowley, a Londres, a 
montré que la substance responsable de cette activité était présente 
dans la paroi des bactéries et qu’il s’agissait du lipopolyoside 
endotoxique [8, 54}. 

Si l’on injecte a des souris le lipopolyoside par vole intrapéri- 
tonéale ou intraveineuse, on observe vingt-quatre a quarante-huit 
heures plus tard une augmentation significative de leur résistance 
vis-a-vis de nombreuses infections. Mon collégue le D™ Hurni [52] 
a déterminé les doses mortelles d’une souche virulente d’Esche- 
richia coli quatre, huit, vingt-quatre, quarante-huit et soixante- 
douze heures aprés l’injection de 1 & 50 pg de hipopolyoside. Sur 
la figure 4 on a porté en ordonnées les puissances de 10 des 
nombres de cet organisme qui sont nécessaires pour tuer 50 p. 100 
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des animaux quarante-huit heures apres une injection intrapérl- 
tonéale. La zone hachurée indique les témoins ; les valeurs au- 
dessous de cette zone correspondent a une plus grande sensibilité 
de l’animal, les valeurs au-dessus de cette zone correspondent 
& une augmentation de la résistance. On voit qu’apres 50 ug de 
lipopolyoside apparait d’abord une phase négative puis, apres 
environ vingt-quatre heures, suit une phase positive pendant 


DLéq 


Augmentation 


Résistance 
4 
o- 
S 
[e} 
g. 
yn 


Diminution 


Fic. 4, — Changements de la résistance non spécifique chez les souris, apres traitement 
par le lipopolyoside extrait de EH. coli O 8 [52). 


laquelle la résistance est fortement augmentée. Cette phase posi- 
tive dure environ trois a cing jours. Si l’on renouvelle l’injection 
de 50 ug peu de temps aprés la premicre injection, on obtient une 
phase négative intense, au cours de laquelle 1 4 10 bactéries suf- 
fisent pour tuer les animaux. Mais li encore, aprés vingt-quatre 
4 quarante-huit heures, on observe une forte augmentation de la 
résistance. Le rapport entre les plus fortes et les plus faibles 
quantités de germes nécessaires pour tuer les animaux est de 
Yordre de 100 millions! Ceci est un exemple particuliérement 
frappant des variations possibles dans la résistance non spécifique 
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aux infections des animaux supérieurs, en un aussi court laps de 
lemps qu’une journée. 

Naturellement il s’imposait de rechercher quelle action le 
lipoide A isolé avait sur la résistance non spécifique aux infec- 
tions (48, 53]. On voit sur la figure 5 que, apres l’injection de 
100 ug de lipoide A (dispersé au moyen de dextrane a 0.5 p. 100), 


OL 
0 
+6 


as 


Augmeniation 
+ 


Résistance 
o 
3 
[o} 
35 
un 


Fie. 5. — Changements de la résistance non spécifique chez les souris, apres 
traitement par le lipoide A extrait de EF. coli O 11). 


les souris manifestent une forte augmentation de leur résistance : 
la dose mortelle des germes étant multipliée par plus de 100 000. 
Toutefois, méme avec d’aussi fortes doses que 1 000 He de 
lipoide A, on n’observe pas de phase négalwve. L’apparition d’une 
phase d’augmentation de la résistance nest done pas nécessaire- 
ment précédée d’une phase négative. Cette expérience de labora- 
toire pourrait donc étre aussi d’un intérét pratique. 

En méme temps que nous poursulvions ces expériences sur 
l’augmentation de la résistance, Rowley [54] et nous-mémes [55] 
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avons trouvé que le lipoide A (comme l’endotoxine) était un puis- 
sant adjuvant pour la production des anticorps lorsqu’on l’injectait 
avec différents antigénes. De méme nous avons pu montrer avec 
le D? Hammer {55} a Freiburg, que chez des vaches gravides la 
concentration des anticorps dans le colostrum était augmentée 
lorsque l’on injectait le lipoide A avec des polyosides pneumococ- 
ciques, ce qui n’est pas non plus sans intérét pratique. 


Le wipoipe A. 


Nous nous sommes préoccupé de la chimie du lipoide A présent 
dans différentes endotoxines, D’aprés nos recherches les bactéries 
séches ne contiendraient pas plus de 1 4 1,5 p. 100 de leur poids 
en lipoide A. On doit donc travailler avec de grandes quantités 
de bactéries pour avoir en mains un matériel suffisant. Le lipoide A 
purifié est bien soluble dans le chloroforme et la pyridine, mais 
peu soluble dans divers solvants des lipides. Toutes les prépara- 
lions de lipoide A que nous avons analysées se sont révélées trés 
semblables sinon identiques [44]. Elles contiennent environ 20 p. 100 
de glucosamine, 7 a 8 p. 100 d’esters phosphoriques, environ 
50 p. 100 d’acides gras supérieurs (y compris des acides gras 
hydroxylés) et une chaine peptidique dans laquelle on trouve de 
la sérine a cété d’acides aminés dicarboxylés. 

Le D* Nowotny, dans notre laboratoire, a pu montrer que l’hexo- 
samine était liée & l’acide phosphorique sous la forme de D-gluco- 
samine-4-phosphate. Au cours de hydrolyse par les acides miné- 
raux forts, la glucosamine-4-phosphate est trés facilement trans- 
formée en phosphate-6 trés stable ; le phosphate-6 (trouvé aprés 
de telles hydrolyses) est done un produit artificiel (56]. Dans le 
lipoide le 4-phosphate se trouve vraisemblablement sous la forme 
d’un poly-(glucosamine-phosphate). 


Les phospho-glucosamines se laissent séparer et doser par électro- 
phorése sous haut voltage en tampon pyridine-acide acétique a pH 5 a 6. 
Nous avons synthétisé la glucosamine-3-phosphate [57] et nous avons 
constaté que le dernier était aussi trés distinct de la glucosamine- 
6-phosphate. La synthése de la _ glucosamine-4-phosphate est en 
cours [58]. Les glucosamines phosphates 3 et 4 se comportent de facon 


x 


assez semblable a 1’électrophorése. 


La présence des acides aminodicarboxylés et de la glucosamine 
dans le hpoide A suggéra 4 Niemann {59] et A nous-méme [44] 
Vhypothése de travail que, dans le complexe d’endotoxine, le 
polyoside pourrait étre lié au lipoide par l’hexosamine alors que 
la protéine y serait liée par les acides aminés dicarboxylés ; la 
liaison polyoside-hexosamine serait acido-labile tandis que la 
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haison protéine-acide aminé dicarboxylé serait alcali-labile. Nous 
espérons que nous pourrons pousser plus avant l’analyse du 
lipoide A dans un proche avenir et fournir bientot un tableau 
clair de la structure de cet élément de la paroi microbienne, doué 
de si puissantes activités biologiques. 

Nous pouvons donc conclure que, pour les activités endotoxiques 
augués non spécifiques, certains groupements chimiques que 
contiennent les composants du lipoide A jouent un réle proéminent. 


De cette conception découlent un certain nombre de conséquences. 
En effet, les anticorps antitoxiques devraient étre spécifiques des struc- 
tures chimiques présentes dans le lipoide A. De tels anticorps anti- 
lipoides A n’ont jamais pu étre trouvés avec certitude jusqu’a présent 
dans les sérums antibactériens. Par exemple, les lapins hyperimmunisés 
réagissent (aprés la disparition de la tolérance) aprés injection de l’endo- 
toxine exactement avec la méme température que les lapins non immu- 
nisés témoins [60]. Chez les animaux immunisés l’endotoxine est 
éliminée plus vite du courant sanguin, les anticorps formés contre 
l’endotoxine sont spécifiques en majorité sinon totalement contre le 
composant polyosidique. Si ces anticorps O n’ont donc pas de fonction 
proprement antitoxique, ils jouent néanmoins un réle en accélérant la 
phagocytose au cours de laquelle, d’aprés des recherches récentes de 
Rowley et son école [61], les bactéries sensibilisées sont notablement 
plus sensibles aux éléments bactéricides 4 l’intérieur des macrophages. 

D’autre part, on peut se demander si la trés grande sensibilité des 
animaux supérieurs aux faibles doses d’endotoxines ne serait pas due 
a leur sensibilisation pendant les premiéres années de leur vie, par une 
endotoxine quelconque. Cette sensibilisation aboutirait a la production 
d’anticorps, fixés aux cellules, spécifiques du composant lipoidique 
semblable, sinon identique, dans toutes les endotoxines. La réaction 
primaire aux endotoxines serait donc en réalité du type anaphylactique. 
Il n’existe toutefois actuellement aucune preuve a l’appui de cette 
hypothése. 


CHIMIE DES COMPOSANTS POLYOSIDIQUES., 


L’élucidation de la structure des composants polyosidiques des 
endotoxines présente donc de l’intérét, non seulement pour |’immu- 
nochimie, mais aussi pour la biologie. 

Par hydrolyse les polyosides sont décomposés en monosaccha- 
rides et acide phosphorique. La plupart des polyosides des bacté- 
ries 4 Gram négatif contiennent de 4 a 8 p. 100 d’esters phospho- 
riques. Sur les chromatogrammes des hydrolysats de divers com- 
posants polyosidiques (44, 62, 63], on voit que quelques polyosides, 
par exemple des Salmonella, sont trés complexes : ils peuvent 
contenir jusqu’a 6 ou 7 sucres différents : en dehors des hexo- 
samines (glucosamine, galactosamine) on peut trouver des heptoses, 
des hexoses, des pentoses et des désoxyhexoses. Nous n’avons 
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jamais trouvé d’acides uroniques, en accord avec beaucoup d’autres 
auteurs (62]. Les sucres migrant rapidement en chromatographie 
(systeme : pyridine/butanol/eau), qui furent observés pour la pre- 
miére fois en 1952 par M"° Anne-Marie Staub {64], et par nous- 
méme [65], se sont révélés étre du plus haut intérét. Les deux 
premiers sucres de cette classe, relativement lipophiles, ont été 
appelés abéquose (parce qu’il fut isolé pour la premiére fois de 
Salmonella abortus equi) et tyvélose (parce qu'il fut découvert dans 
Salmonella typhi). Nous avons pu obtenir des composés cristallisés 
de ces sucres avec différents réactifs, en particulier avec la 
p-nitrobiphényl-sulfonylhydrazide {65, 66]. L’analyse des sulfonyl- 
hydrazones donnait pour formule 4a ces nouveaux sucres C,H,,0, 
[65] avec : 

Un groupe aldéhydique titrable par la méthode de Willstatter- 
Schudel, 

Trois groupes OH d’aprés la réaction quantitative d’acétylation 
de Dewalt et Glenn [67] et 

Un groupe (C) — CH, d’aprés l’oxydation par l’acide chromique 
en acide acétique d’aprés Kuhn et Roth [68]. 

La structure chimique a été déterminée dans un travail mené 
en commun avec le professeur Edgar Lederer et ses collaborateurs. 
Ce sont des 3-6 didésoxyhexoses [69, 70]. Voici une série de réac- 
tions qui nous ont aidé a déterminer cette structure [69, 74). 


i 
CHO CHO 
) ’ hee 
He oH rep 50; ae 
yuer —————), es 
CH-O-CHO ve + HCOOH HO 
H3 CH CH 
Abéquose 4-Formyl- 2.5-Didésoxy- 
Tyvelese 2,5-didésoxy- aldopentose 
(3.6-Didésoxy- aideponrese + Acét- 
aldohexose) aldéhyde 


Acide formique 


Une molécule seulement de periodate est consommée au cours 
de l’oxydation par ce produit; il apparait un produit de dégra- 
dation qui donne une réaction de Webb [72] trés fortement posi- 
live; cette réaction est spécifique des 2-désoxypentoses (nous 
avons vérifié avec des sucres synthétiques que les 2-désoxysucres 
qui contiennent moins de 5 atomes de carbone ne la donnent 
pas [73}). 

Aujourd’hui, 5 stéréoisoméres des 3-6 didésoxyhexoses sont 
connus, comme on le voit sur le tableau III ; l’un d’eux, Vascary- 
lose, fut découvert tout d’abord par Lederer [70] dans les glyco- 
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Tastrau II]. — 3-6 Didésoxy-hexoses naturels. 
SuCRE EXTRAIT DE AUTEURS 
ND EGUOSEN je. <ie)a\s'ciere Endotoxine de S. abortus equi. | Westphal, Liideritz, Fromme 
et Joseph [65]. 
My VELOSG? eke. cerns Endotoxine de S. typhi. Pon et Staub [64], Westphal, 
Liideritz, Fromme et Jo- 
seph [65]. 
Ascarylosey <\.Sa. «i Glucidolipide de la membrane Fouquey, Polonsky et Lede- 
des ceufs de Parascaris rer [70]. 
equorum. 
Patatoses stasia cis 5 Endotoxine de §. paratyphi A. Davies, Fromme,  Liideritz, 
Staub et Westphal [74]. 
Golitose. asainseccl Endotoxine de E.coli O Ill.  Liideritz, Staub, Stirm et 


Westphal [75]. 


H H HO OH 
dst OH HO HO 
OH OH H OH 
D- ribo -arabino -lyxo -xylo 
alee c= HO OH 
CH, CH, CH, CHy 
H H HO HO 
H Ou Ou Ou 
CH, CH ch, CH, 
D = Paratose D = Tyvélose D = Abéquose 
L = Ascarylose L = Colitose 
Fic. 6. — Configuration et nomenclature des 3.6-didésoxy-hexoses : Paratose 
= 3.6-didésoxy-D-ribo-hexose ; Tyvélose = 3.6-didésoxy-D-arabino-hexose (3-désoxy- 
D-rhamnose) ; Ascarylose = 3.6-didésoxy-L-arabino-hexose (3-désoxy-L-rhamnose) ; 
Abéquose = 3.6-didésoxy-D-xylo-hexose (3-désoxy-D-fucose) ; Colitose = 3.6-didé- 


soxy-L-zylo-hexose (3-désoxy-L-fucose). 


lipides d’un Ascaris du cheval, mais récemment Davies [76], en 
Angleterre, l’a retrouvé dans des polyosides bactériens. 

Dans notre travail en commun avec l’équipe du _ professeur 
Lederer, nous avons pu établir la configuration stéréochimique de 
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ces 3-6 didésoxyhexoses [77] et synthétiser trois d’entre eux : 
l’abéquose [78], le tyvélose [77, 79] et le paratose (80]. La 
figure 6 donne un résumé de nos résultats. M’® Staub, en colla- 
boration avec nous, a établi l’identité des sucres synthétiques et 
des sucres naturels correspondants, a l'aide des réactions d’inhibi- 
tion spécifique (75, 77, 84, 82). Il est particulicrement intéressant 
d’observer que deux bactéries aussi voisines que deux sérotypes 
de Salmonella peuvent fabriquer deux antipodes optiques tels 
que Vabéquose (3-désoxy-D-fucose) et le colitose (3-désoxy-L- 
fucose) [83}. 

Ie nombre des sucres qui peuvent étre synthétisés par une 
méme bactérie pour construire le composant polyosidique de son 
endoloxine est extraordinairement grand [62], quelquefois beau- 
coup plus grand que chez les bactéries 4 Gram positif. C’est ce 
que démontre le tableau IV. 


Tasteau IV. — Sucres constitutifs des polyosides spécifiques présents 
dans les endotoxines (antigénes O) des bactéries 4 Gram négatif. 


Galactosamine 
JPRS MOCO Gueeacesonoou0ss oC Glucosamine 
Fucosamine 
THCDIOSCSs trraictretteractaatete lente 
Galactose 
THERGSES” a state wistarevatnoredone miereperePeres Glucose 
: Mannose 
Xylose 
Pertoses” “ats ds ccatscrars te ote ene Arabimose 
(Ribose) 
6-Désory-NeLoses™ ets nee eerie je ecere 
| Rhamnose 


Colitose (3-désoxy-L-fucose) 


| Abéquose (3-désoxy-D-fucose) 
3.6-Didésory-heroses .........- | asus (8-désoxy-D-rhamnose) 


Ascarylose (3-désoxy-L-rhamnose) 
Paratose _(3-6-didésoxy-D-glucose) 


\ 


SIGNIFICATION IMMUNOLOGIQUE DES 3-6 DIDESOXYHEXOSES. 


Deux observations nous avaient fait supposer que parmi ces 
nombreux sucres les nouveaux 3-6 didésoxyhexoses devaient jouer 
un role important en immunologie [84]. 


_Premiérement : au cours des courtes hydrolyses des lipopolyo- 
sides contenant les 3-6 didésoxyhexoses, c’était toujours ces sucres 
qui élaient libérés les premiers avant qu’apparaisse une quantité 
visible d’aucun autre sucre {44, 64, 74, 75]. On pouvait conclure 
de ceci que les 3-6 didésoxyhexoses étaient placés sur les polyo- 
sides a Vextrémité de chaines latérales et que leur liaison était 
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trés acido-labile. Nous savons d’autre part (en particulier depuis 
les travaux de Kabat [85}) que les sucres terminaux peuvent jouer 
un rdle immunologique important dans les groupements déter- 
minants [84]. 


Deuxiémement : lorsque les formes smooth pathogénes se trans- 
forment en formes rough non pathogénes et dépourvues d’anti- 
gene O, elles perdent leur pouvoir de synthétiser les didésoxy- 
sucres. Au moyen de notre technique phénol/eau [22] nous avons 
pu extraire des formes rough un lipopolyoside toxique contenant 
le lipoide A caractéristique. Toutefois, le polyoside rough se 
différencie du polyoside smooth en ce qu’il ne contient jamais de 
désoxysucres, comme le montre le tableau V [86]: par exemple, 


Tasreau VY. — Comparaison des sucres présents dans les lipopolyosides 
extraits des formes smooth et rough de quelques bactéries 4 Gram 
négatif [41, 86]. 


Sucres 


Espéces 


f Forme 
bactériennes 


Mannose 


E.coli 18 0/smooth 


o/rough 


0/smooth 


S.enteritidis 


o/rough 


0/smooth 
o/rough 


S.paratyphi B 


Ss Ee pi idiis 
ne pes | + | setectone | 
— 
+ 
~~ 


Le 


la forme smooth de Salmonella paratypht B contient Vabéquose et 
le rhamnose, Ja forme rough ne contient aucun de ces sucres. Le 
professeur Raynaud [87], & Paris, et le D™ Davies [88], en Angle- 
terre, ont obtenu les mémes résultats. 


En accord avec les résultats de Digeon et Raynaud [87], les lipo- 
polyosides obtenus 4 partir du méme sérotype smooth ou rough, pro- 
duisent les mémes réactions aigués chez les animaux supérieurs. On 
voit sur la figure 7 la réaction obtenue chez un étudiant volontaire 
aprés injection de 1 wg dans la veine. On observe une réaction fébrile 
foudroyante qui dépasse 40° C, une extraordinaire leucopénie qui atteint 
jusqu’a 200 leucocytes/mm* dans le sang périphérique aprés deux 
4 quatre heures, suivie par une leucocytose. En méme temps les éry- 
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throcytes et les leucocytes présentent un changement caractéristique 
de leur charge négative superficielle [89]. Ceci confirme le fait que les 
activités endotoxiques sont bien dues au lipoide A et sont indépen- 
dantes de la structure spécifique de Vantigéne O. 


K [A psec] 
yaoi M gran. 
110 
z 


40. 


heures 


LeZT Ge Be! 24 36 heures 


Fic. 7. — Effets observés chez homme, aprés linjection intrayeineuse de 1,0 pe 
du lipopolyoside extrait de S. paratyphi B (rough) [47, 89]. Stabs = polynucléaires 
non segmentés. 


En collaboration avec M™s Staub et Tinelli [84, 83], de |’ Ins- 
titut Pasteur, et avec le professeur Kauffmann, de Copenhague 190 
92], nous avons analysé depuis quelques années de nombreux 
polyoside bactériens, parliculi¢rement parmi les Salmonella et les 
Escherichia coli. Nous avons pu établir un rapport entre la cons- 
litution chimique et la classification sérologique du tableau de 
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Tasrzuau VI. — Composition des polyosides spécifiques des Salmonella 
des groupes A, B, D et P [47, 75, 81, 84]. 


Sucres 


Antigénes 
ty) 
(KAUFFMANN~ 
WHITE) 


Serotypes 


Galactose 
Glucose 
Mannose 
Abéquose (D 
Colitose (L) 
Paratose 
Tyvelose 


S.paratyphi A 


S.paratyphi B 


S, typhimurium 
S.abortus equi 
S. budapest 
S,stanley 


S.salinatgs 


S.typhosa 
S.enteritidis 
S.gallinarum 


8.dar-es—-salaam 


S.adelaide 


S,monschaui 


Kauffmann-White {90, 94]. Le tableau VI résume quelques-uns 
de nos résultats. On peut effectivement observer quelques corré- 
lations entre Jes résultats de la chimie et ceux de Vimmunologie ; 
chaque groupe de Salmonella ne contient jamais qu’un seul 
3-6 didésoxy-hexose caractéristique : par exemple, tyvélose pour 
le groupe D, colitose pour le groupe P, ete. 

Le tableau VII donne les sucres constitulifs de quelques 
antigénes O endotoxiques extraits de divers germes manifestant 
des réactions croisées : Salmonella, E. coli, Arizona, ete. [92}. 
Il montre que la combinaison des mémes sucres dans l’endotoxine 
de bactéries parfois d’espéces trés lointaines, peut amener des 
réactions croisées [92], bien que cela ne soit pas toujours le cas 
(84, 92]. On retrouve ici une corrélation évidente entre les pro- 
priétés sérologiques et chimiques. 
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Tistriu VIL. — Sucres constitutifs des lipopolyosides extraits de 
souches présentant des réactions croisées [92]. 


Sucres 


Séretypes Antigénes 
0 


Abequose (D) 
Colitose (L) 


Oo 
=I 
‘4 ow 
EI q 
dq 
n # 
ols 
» a 
oo. ° 
a ° 
a 8 
ad 
9) KES 


Galactose 
Glucose 
Mannose 
Paratose 
Tyvélose 


Salmonella 
E.coli 


Arizona 


Salmonella 


E.coli 


Arizona 


Dans notre laboratoire le D™ Liideritz [93] a précipité plusieurs lipo- 
polyosides bactériens par différentes fractions d’antisérums homologues 
spécifiques O, ainsi que par des sérums hétérologues donnant des pré- 
cipitations croisées. I] trouva que, quel que soit le sérum utilisé, le 
précipité contenait toujours tous les sucres présents dans le lipopolyo- 
side utilisé et dans les mémes proportions. Il semble donc bien que 
tous les sucres des complexes endotoxiques, et les antigénes auxquels 
ils conférent leur spécificité, n’appartiennent pas a des polyosides dis- 
tincts, mais qu’ils soient tous liés dans une méme molécule, confor- 
mément aux observations antérieures obtenues avec quelques polyo- 
sides plus ou moins purifiés et des techniques immunologiques [94]. 


Comme les différents stades de la synthése des polyosides spéci- 
fiques des espéces sont sous contréle génétique, étude des nom- 
breuses variantes de polyosides bactériens d’espéces voisines est 
du plus haut intérét aussi pour les généticiens. Les Salmonella, 
dont on connait aujourd’hui de trés nombreux sérotypes différents, 
possédant done des structures chimiques différentes, apportent 
pour ces recherches un champ plein de promesses. 


Avant de terminer, qu’il nous soit permis de soumettre encore 
quelques spéculations. Tous les animaux et les hommes, et méme 
la plupart des plantes vivent dans un contact étroit avec des 
bacilles 4 Gram négatif. Il semble donc trés possible qu’un flux 
perpétuel d’endotoxines, provenant en particulier de la flore intes- 
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tinale, soumette continuellement le corps a ses excitations [95). 
On pourrait done penser que, grace a ces traces d’endotoxine, 
quelques fonctions de défense de l’organisme sont continuelle- 
ment stimulées et qu’en absence de ces stimulations VP organisme 
puisse succomber au premier contact avec une quelconque irrita- 
tion exogeéne, telle par exemple qu’une infection bactérienne (on 
pourrait postuler de méme peut-étre le role joué dans nos vies 
par les excitations physiques permanentes que nous recevons de 
la lumiére, du froid, de la chaleur, ete.). 

On sait que l’on commence & étudier aujourd’hui ce probléme 
avec des animaux élevés a l’abri de tout germe [96]. Malheu- 
reusement, de tels animaux, s’ils sont vraiment exempts de 
germes vivants, ne sont aucunement a l’abri des excitations par 
les endotoxines. Dans leur nourriture stérile, on peut trouver en 
effet des quantités massives de bactéries tuées et par conséquent 
d’endotoxine. Le probléme consiste done a obtenir des animaux 
sans contact avec les endotoxines, ce qui semble trés difficile 
a résoudre actuellement. 

L’étude du probleme posé par les endotoxines pourrait étre 
pris comme modéle dans |’étude des plus vastes questions soule- 
vées par les conditions de vie artificielles auxquelles les techniques 
modernes tendent de plus en plus. Celles-ci visent en effet & nous 
retrancher des irritations extérieures auxquelles l’organisme 
humain est soumis depuis des milliers d’années : il suffit d’évo- 
quer a cet égard Vair conditionné tant proné par certains. 

Les recherches futures, biologiques et chimiques, sur les endo- 
toxines en tant qu’excitants ou irritants devraient done apporter 
des résultats d’un intérét général. 
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BASES CHIMIQUES 
DE LA SPECIFICITE IMMUNOLOGIQUE 
DES ANTIGENES DES SALMONELLA (”°) 


par Anne-Marie STAUB. 


(Service des Vaccins, Institut Pasteur) 


\ 


Les Salmonella sont classées dans le tableau de NKauffmann- 
White, établi d’aprés leurs propriétés immunologiques : aggluti- 
nations croisées et absorptions des sérums de lapins préparés par 
une immunisation courte. Les nombres donnés par les bactério- 
logistes aux antigenes O, dans cette classification, traduisent donc 
seulement la présence d’antigénes propres a une Salmonella ou 
communs & quelques-unes : ils ne sont que des symboles et n’ont 
rien a voir avec des structures chimiquement définies. 

Depuis de longues années, les chimistes ont essayé d’extraire et 
ditentifier la (ou les) substance chimique responsable de la 
spécificilé des antigeénes O. Durant les trente premier es années de 
ce siécle les techniques trés brutales utihsées n’ont fourni aux 
immunologistes que des polyosides dégradés, qui précipitaient les 
sérums mais étaient incapables de susciter la formation d’agglu- 
linines lorsqu’ils étaient injectés a des lapins (Cf. pour la biblio- 
graphie [46]). Ce résultat fut atteint & peu prés au méme moment 
par Boivin [2] en France, Zablocki [84] en Pologne et Raistrick 
et Topley [48] en Angleterre, puis quelques années plus tard par 
Morgan et Partridge [43] dans le méme pays. Ces auteurs obtin- 
rent, par des techniques différentes, les gros complexes elucido- 
lipido-protéimiques [28]. Ces substances contiennent tous les anfi- 
génes O puisqu’elles absorbent toutes les agglutinines des sérums 
anti-microbiens correspondants [49], elles sont toxiques et, injec- 
tées a des lapins, elles suscitent la formation des mémes aggluti- 
nines que les germes dont elles proviennent. 

Boivin montra, en outre, que la spécificité restait attachée au 
polyoside, non antigénique, obtenu par hydrolyse acélique de ces 
complexes. Puis Morgan put extraire un polyoside moins dégradé 
qui s'unissait facilement aux protéines et retrouvait alors Panti- 
génicité du complexe primitif. Il faut ajouter cependant que des 


(*) Conférence prononcée le 22 octobre 1959 A la Société Francaise 
de Microbiologie. 
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expériences de précipitation quantitative ont montré, d’abord a 
Hornus et Grabar [7], puis & d’autres auteurs (49; 12), que Je 
polyoside précipitait moins d’anticorps que le complexe entier. 
Il est aussi impossible d’absorber toutes les agglutinines d’un 
sérum de lapin par le polyoside, méme lorsqu’il est fixé sur des 
globules rouges pour éviter la formation de complexes solubles 
polyoside-anticorps [49]. Il est done possible qu’une partie des 
agelulinines des sérums de lapin ne soient pas des antipolyosides ; 
loutefois, il est certain que le constituant polyosidique du gros 
complexe est responsable de la majeure partie de la spécificité O 
et qu'il contient, au moins en partie, tous les antigénes O attribués 
par les bactériologistes & la Salmonella dont il est extrait. 

Les chimistes se sont attachés 4 l’analyse de ces polyosides dans 
lespoir de pouvoir établir un rapport entre leur constitution chi- 
mique et leur spécificité immunologique. Limitées a un trés petit 
nombre de laboratoires, avant la découverte de la chromatogra- 
phie sur papier, ces recherches se sont multipliées depuis la 
pratique de cette nouvelle technique, qui a tellement facilité l’iden- 
tification des sucres présents dans un polyoside. Aujourd’hui les 
polyosides de plus de 100 sérotypes ont été analysés en Allemagne, 
Angleterre, Italie, France, Japon, Pologne et Russie. Les sucres 
constitutifs des polyosides sont les mémes que ceux des complexes, 
lipopolyosides ou protéinolipopolyosides [28]. Toutefois, les hexo- 
samines sont le plus souvent absentes ou présentes seulement 
& [état de traces. L’examen des résultats acquis aujourd’hui [410] 
montre que si, dans certains cas, les Salmonella possédant des 
antigénes différents ne contiennent pas les mémes sucres, ce n’est 
pas toujours vrai. Les quelques exemples rassemblés dans le 
tableau I montrent que, par exemple, S. paratyphi B et S. new- 
port contiennent les mémes sucres bien qu’aucun de leurs anti- 
eénes O ne soit commun ; la méme remarque s’applique a S. carrau 
et S. paratyphi C. 

Certains auteurs {4 a et 15] se sont attachés 4 Panalyse quanti- 
tative des sucres constitutifs : la proportion des sucres semble 
spécifique de la constitution antigénique ; mais cela ne permet 
toujours pas d’attribuer aux divers antigénes une constitution 
chimique. 

En 1956, la confusion était d’ailleurs encore plus grande puisque 
alors le paratose et le colitose n’avaient pas encore été découverts 
et l’on pensait que les deux groupes A et D contenaient le méme 
tyvélose, et les groupes B, C, et P le méme abéquose (tableau [). 
A cette méme époque, nous avions obtenu, dans mon labora- 
toire [24], l’assurance que les antigenes0 9 et 12 de S. typhi 
étaient présents sur une méme molécule de polyoside. Par ailleurs, 
les résultats préliminaires d’une étude sur la méthylation de ce 
méme polyoside avaient montré a G. Pon, chez le professeur 
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Tanteav I. — Exemple de quelques sérotypes classés dans le tableau 


de vauitmann.White et sucres présents dans leurs polyosides. 


S uc rv e's 


Serotype 


8. paratyphi A 
id. var. durazzo 


S. paratyphi B 
8. typhi muriun 


8. paratyphi © 
8. cholerae suis 


S. newport 
S. virginia 


\o 
= 
fo 


6,7 
eat 
6,8 


8. london 
= newington 
+ senftenberg 


8. poona 
ne 


+ monschaui 
- adelaide 


coli OccBr O55, 


mee) 
B)5) 


Stacey, que ce méme polyoside était trés fortement branché [417]. 
Il était done logique de supposer que chacun des antigénes 9 et 
12 était constitué par une ou plusieurs chaines latérales de ce 
polyoside, conformément A ce que les études de Morgan et de 
Kabat avaient montré pour les substances spécifiques des groupes 
sanguins [8]. I] était aussi loisible d’espérer qu’il nous serait 
possible de déterminer la nature des sucres terminaux de ces 
chaines en utilisant, comme ces deux auteurs, la technique d’inhi- 
bition spécifique. 

‘La rapide lbération des 3-6 didésoxyhexoses (tyvélose, abé- 
quose, colitose) au cours de l’hydrolyse [16, 29] suggérait déja 
leur position terminale. L’étude immunochimique la confirma [28, 
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Tisreau IH. — Réle du tyvélose dans la spécificité de l’antigéne 9. 
Pourcentage d’inhibition de la précipitation spécifique. 


Sérum anti 8. typhi 
(anti 9, anti 12) 
Ne 1 N° 2 
précipité par précipité par 


synthétique 
(3-6 didésoxy-D-mannose ) 


24]. On voit, en effet, sur le tableau II que le tyvélose synthétique 
ou naturel inhibe fortement la précipilation des anticorps 9 par 
le polyoside typhique oxydé, qui ne contient plus d’antigéne 12 
mais seulement l’antigene 9. Une étude semblable (tableau IID) 
démontra la position terminale de l’abéquose sur l’antigéne 4. 
Des résultats identiques furent obtenus avec le colitose de l’anti- 
géne 35 et l’abéquose de l’antigéne 8. Avec le paratose de l’anti- 
géne 2 les résultats ne furent pas aussi frappants, mais ils étaient 
encore significatifs [24]. 


TasLteAu III. — Réle de l’abéquose dans la spécificité de l’antigéne 4. 
Pourcentage d’inhibition des précipitations spéfiques. 


sérum anti S. paratyphi B 
(anti 4, anti 12) 


Ne 1 Ne 2 
Sucre inhibiteur précipité par préoipité par 
B Blox T B T 
(4,12) 


? 


° 


Abéquose naturel 3 


synthétique 
(3-6 didésoxy-D-calactose 


L’inhibition obtenue avec les 3-6 didésoxyhexoses est trés spéci- 
fique : aucun des autres sucres présents dans le polyoside n’est 
actif. Au contraire, la précipitation des anticorps anti-l par les 
polyosides hétérologues contenant l’antigene 1 est inhibée par le 
glucose, mais cette inhibition n’est pas trés spécifique (tableau IV). 
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Tasteau IV. — Réle du glucose dans la spécifité de lantigene Al 
Pourcentage d’inhibition par le glucose et d’autres sucres simples. 


Sérum de lapin 
anti S. typhi murium 
(anticorps 1,4,12) 
précipité par 


Sérum de cheval 
anti S. paratyphi A 
(anticorps 1,2,12) 

précinité par 


Sucre inhibiteur 


Polyoside polyoside Polyoside Polyoside 
senftenberg | typhi murium senftenberg paratyphi A 
(1, 3,19) (1,4,12) (1, 3,19) Len?) 


Glucose 
Galactose 
Mannose 
Rhamnose 


Ainsi que Kabat l’avait déja vu avec les dextranes [9], le galactose 
est parfois presque aussi aclif que le glucose et les autres sucres 
inhibent aussi. Toutefois, puisque le glucose est toujours le sucre 
le plus actif, il faut penser qu’il est situé a lextrémité de la chaine 
qui constitue l’antigéne 1. 

La précipitation des anticorps anli-12 de divers sérums, par les 
polyosides hétérologues contenant l’antigéne 12, est inhibée soit 
par le glucose, soit par le rhamnose, soit par les deux sucres 
suivant les sérums (tableau V). Il est done nécessaire de supposer 


Tasteau V. — Réle du glucose et du rhamnose dans la spécifité de 
l'antigéne 12. Pourcentage d’inhibition des précipitations spéci- 
fiques. 


Sérum sérum 


anti S. typhi anti S. paratyphi B 
(9,12) (1,4,12) 
Sucre Cheval n° 1 Cheval n°2 Lapin 
inhibiteur - t Zt + 
polyoside | polyoside | polyoside jpolyoside | polyoside |polyoside 
B A B B r A 


Yexistence de deux chaines latérales dans l’antigéne 12: Dune 
serait terminée par du glucose et autre par du rhamnose [24]. 


La figure 1 résume l’ensemble de ces résultats. Le fait que le 
méme sucre peut étre présent a Vextrémité de deux antigénes 
distincts (abéquose des antigénes 4 et 8; glucose des antigénes 1 


et 12) suggéere que les autres sucres de ces antigénes sont diffé- 
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rents ou qu’ils sont liés de facon différente entre eux et au sucre 
terminal. La spécificité des antigénes O n’est done pas totalement 
expliquée par leur sucre terminal : il nous faut connaitre la com- 
position des oligosides terminés par ce sucre terminal. C’est ce 
que M”* Tinelli et moi-méme nous sommes efforeées de faire avec 
les antigenes 9 et 12 présents sur le polyoside de S. typhi, qui 


abéquose 


rhamnose 
e glucose 


poaratose rhamnose 
glucose 9 glucose 


S.poratyphiA S. paratyphi 8 


GROUPE A (1,2,12) GROUPE B ((1)4,5,12) 


otyvélose 


abéquose fe 


rhamnose 


GROUPE D (9,12) GROUPE Co (6,8) 
colitose _colitose 
35=0)), 0,235 


S. adelaide E coli 0,84 
GROUPE P(35) Es coli 
Fic. 1. — Schéma des résultats obtenus au moyen de l’inhibition par les sucres 
simples. 


ANTIGENE 9. 


par ailleurs faisait lobjet d’une étude chimique approfondie, et 

. . : . , . ; ” 
avec l’antigéne 1 qui contient le méme glucose terminal que lune 
des chaines de l’antigéne 12. 

Pour cet antigéne, i] nous a été impossible d’obtenir des oligo- 
sides contenant le tyvélose puisque, avec les hydrolyses acides 
que nous avons utilisées, ce sucre est hbéré avant qu apparaissent 
les oligosides. 

I] nous a pourtant été possible d’acquérir quelque idée sur Ja 
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a 


structure de l’anligéne 9 grace a la précipitation croisée du sérum 
anti-S. typhi par des polyosides de structure connue. Heidelberger 
et Cordoba [6] avaient montré que le mannane de la levure et les 
polyglucoses étaient les polyosides qui précipitaient le plus abon- 
damment notre sérum. Nous avons pu montrer [20, 23] que la 
précipitation du dextrane (qui est un polyglucose naturel dont Jes 
glucoses sont liés de facon plus uniforme que dans les polyglu- 
coses utilisés par les auteurs américains) est due aux anticorps 
anti-12. En effet (tableau VI), l’élimination de ces anticorps, par 
le polyoside paratyphi B, supprime complétement la précipitation 
du dextrane : elle laisse intacte au contraire la précipitation par 
le mannane, qui, par contre, est supprimée par |’élimination des 
anticorps anli-9, précipités par le polyoside oxydé. I] faut donc 


Tisteau VI. — Précipitations croisées des anticorps 9 et 12 par le 
mannane de la levure et un dextrane (yg d’azote d’anticorps 
précipités). 


Sérum anti S. typhi absorbé par 
Polyoside | Polyoside |Polyoside 
hi T oxydé B 


Polyoside précipitant 


Anticorps restant dans le sérum 


penser que l’antigene 9 contient un ou des mannoses hés comme 
dans le mannane de la levure. La premiére hypothése serait de 
placer sur le polyoside de S. typhi une chaine de mannoses ter- 
minée par ce sucre : ceci est incompatible avec les résultats de 
Yoxydation periodique [22]: le mannose du polyoside est totale- 
ment inoxydable par l’acide periodique, il ne peut donc pas étre 
terminal. Il faut done que cette chaine de mannoses soit terminée 
par un autre sucre. Le fait que la précipitation des anticorps 
anti-9 par le mannane est mieux inhibée par le tyvélose que par 


Tasreau VII. — Comparaison du pouvoir inhibiteur du mannose, du 
rhamnose et du tyvélose sur les anticorps précipités par le man- 
nane de la levure. 


# d’inhibition obtenue 
avec 


umnoles de sucres 


utilisés 
Mannose 


Annales de IlInstitut Pasteur. Mémoire A.-M. STAUB. 
I, OS. 


a B! B S) a0 


Si 
So 
By q 
2 Sg bis 
Bs 
Sp 
. $3 bis 
B., bis 
B, 
Sy 
Fie. 1. [ines 2. 
Via. 1. — Oligosides séparés par chromatographie dans Vhydrolysat du polyoside 


de S. typhi aprés dix minutes dans SO,H,, N 4 100°. T, T,... T, oligosides. Ga = 


galactose. 


Mic. 2, — Oligosides présents dans la souche de S. lyphi murium sensible (B) et 
lysogéne B! et dans S. senflenberg (S). [VT = galactose, glucose, mannose témoins.| 


Prancne I. 


MASSON EX GF, EDITEURS 
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le mannose (tableau VII) montre que le sucre terminal est le tyvé- 
lose : nous retrouvons la chaine latérale signalée dans la premiére 
partie de cet exposé. 

Suivant Haworth, Heath et Peat [5], Pune des chaines latérales 
du mannane pourrait s’écrire : 


| 
6 


mannose 1-3 mannose 1-2 mannose 1 — 


Le tableau VIII montre les formules de l’antigéne 9 suggérées 
par cette formule suivant que lon suppose que le mannane s’insére 
dans la partie de l’anticorps correspondant aux mannoses situés 
derriére le tyvélose, ou qu’il peut prendre la place du tyvélose 

: : i d : 
lui-méme qui est le 3-6 didésoxy-D-mannose. 

La premiére suggestion est celle que nous avons faite en 


(=) 


Tasteau VII. — Formules possibles pour la chaine latérale spécifique 
de l’antigéne 9. 


ANTIGENES ET ANTICORPS RESULTATS CHIMIQUES 


Ma. oxyde par 10,H Mannoses 
avant apres triméthylés 
hydrolyse hydrolyse 


VALEURS THEORIQUES 


Mannane de !a levure Rapport 
I Ty/ma. 


2 
Man1—3 man1—6man1— 


Antigéne 9 Réaction croisée 


2 
Ty1-—3 mente N mon 1— 3mon1—6man1- 


Ty = tyvélose; ma ou man = mannose. Hydrolyse = hydrolyse ménagée par 

lacide acétique normal qui scinde principalement la tyvélose (26). Mannoses méthy- 

lés = obtenus apres hydrolyse du polyoside méthylé (27). En réalité l'étude pour- 

suivie pendant l’impression de ce manuscrit a décelé la présence d’un mannose 

triméthylé. Le rapport expérimental Ty/ma est un rapport de poids; en réalité 
il correspond 4 un rapport moléculaire voisin de J’unité. 


1957 [23], puis en 1959 [24]: elle n’est plus compatible avec les 
résultats expérimentaux. 'Les deux autres suggestions ne sont d’ail- 
leurs pas non plus compatibles avec ces mémes résultats expéri- 
mentaux. 
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Le résultat négatif de la méthylation [27] doit étre considéré 
avec beaucoup de prudence. Notre polyoside méthylé a fournt 
3 sucres méthylés aprés une hydrolyse nécessairement longue. 
Il n’est absolument pas certain qu’un mannose triméthylé n’ait 
pu étre isolé ou qu’il n’ait pas été partiellement déméthylé au 
cours de l’hydrolyse (1). Les autres résultats sont beaucoup plus 
valables et ne s’expliquent que si le polyoside contient plusieurs 
types de chaines tyvélose-mannose dont la totalité, ou seulement 
une partie, constituerait l’antigéne 9. 

Pour nous résumer nous dirons pour le moment que l’anti- 
géne 9 contient l’oligoside terminal 

tyvélose 1-3 mannose ] — 
dont le mannose est relié soit & un, soit A deux autres sucres [26]. 


ANTIGENE 12. 


Les inhibitions par les sucres simples nous ont montré que 
Yantigene 12 était constitué par au moins deux chaines, termi- 


100 


(= ol2 
a) 
= Pe 
2 50 is 
iS opal 
x Js 2 x 10° SS 
a e ov f Ss psde ge OY 
\vc oe Cre) GIVE Gee ose o- 
4 not 
0,! 0,2 0,5 | a 3 40S) 6978) 10 20. 30 50 70 100 
yy u Mol 
50 70 100 200 300 HMo! rhamnose 
Fic. 2. — Inhibition des anticorps 12 par le glucose, le rhamnose et Jes divers 


oligosides. Glucoside « = paranitrophényl glucoside g. Rhamnoside ¢ = paranitro- 
phényl rhamnoside a. T,, T,, T,, T,, T;, T, = oligosides (cf. texte). 


nées l'une par du glucose (12 a), l’autre par du rhamnose (12 b). 
L’étude de l’inhibition des anticorps 12 par les oligosides extraits 
d'un hydrolysat du polyoside typhique devait nous permettre de 
détecter les oligosides présents sur l’une ou l'autre de ces deux 
chaines. 


Une étude systématique des conditions d’hydrolyse nous mon- 
tra [26] que Vacide sulfurique normal libérait aprés dix minutes 


(1) En fait au cours de l’impression de ce manuscrit un mannose 
triméthylé a été identifié. 
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a 100° le maximum des oligosides détectables par chromatogra- 
phie sur papier (pl. I, fig. 1). Nous avons isolé a partir de ces chro- 
matogrammes 7 groupes d’oligosides qui tous inhibaient, quoique 
a des degrés divers, la précipitation des anticorps anti-12 de notre 
sérum anti-S. typhi par le polyoside paratyphi B. T, et T, sont 
plus actifs que T,, T, et T;, eux-mémes meilleurs inhibiteurs 
que I’,. Tous sont cependant de cent a six cents fois plus actifs 
que le glucose ou le rhamnose (fig. 2); ils doivent done tous 
contenir au moins un oligoside présent sur l’une des chaines 12 a 
ou 12b. Parmi les 7 groupes d’oligosides isolés, 2 seulement, 
T, et Ty, n’ont présenté qu’une seule tache en chromatographie 
et en ionophorése. T, a pu étre séparé par inophorése en deux 
fractions, T,, et T,» (2), qui ne donnent qu’une seule tache en 
chromatographie et en ionophoreése. 


Tasreau IX. — Analyse chimique des oligosides présents sur la 


chaine 12a. 
Pouvoir Constitution 
inhibiteur 
Téa faible 


Glucose (1-4) galactose -. 
i 
Galactose - mannose - rhamnose — 


Glucose (galactose - mannose) rhamnose - 
y} 


Ty hydrolysé —~ Glucose + oligoside T¢, , 
Ty oxydé ‘par I0QyH —+ Glucose, galactose, mannose, rhamnose oxydés 
Polyoside oxydé par I0,H —+ Glucose : rhamnose oxydés 
galactose, mannose pas oxydés 


Formule proposée 
«Glucose (1-4) - galactose - mannose - rhamnose - 
2? ? 2 


La liaison 1-4 entre le glucose et le galactose est suggérée seulement par diverses 
propriétés de l’oligoside Tg, : son étude est en cours. Son existence légitime la 
présence d’un deuxitme groupement acido-labile sur le galactose. L’existence d’un 
deuxitme groupement sur le mannose demeure hypothétique, elle n’est pas exigée 
ea effet, par les résullats de l’oxydation periodique, un sucre lié en I-35 étant 
inoxydable dans le polyoside mais oxydable dans un oligoside (26). 


M”° Tinelli poursuit actuellement l’analyse chimique des oligo- 
sides T,, T,, T,. et T,». Les résultats obtenus aujourd’hui sont 
indiqués dans le tableau IX. Les oligosides T, et T,, semblent 
bien étre uniques; T,, contiendrait peut-étre une faible quantité 


(2) Pendant la rédaction de ce manuscrit, un troisiéme oligoside, 
Ts5,, a pu étre mis en évidence [26]. 
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d’un autre oligoside avec le trioside indiqué. On voit que les deux 
oligosides actifs possédent un glucose non réducteur terminal ; 
ils sont done présents sur la chaine 12a. Puisque T, est plus 
actif que T,, il semble que le mannose et peut-étre le rhamnose 
de T, jouent un rdje dans la spécificité de lantigéne 12. Les 
résultats de l’oxydation periodique indiqués sur le tableau IX 
suggérent la formule provisoire suivante pour Ja chaine 12 a [26] : 
v-glucose 1-4 galactose — mannose — rhamnose — 
We 
Nous ne savons rien encore de la chaine 12 b terminée par du 
rhamnose, non réducteur. 


ANTIGENE 1. 


Nous avons été guidées dans le choix de l’antigéne 1 par la pré- 
sence du glucose terminal comme sur la chaine 12a de l’anti- 
gene 12, et par le fait qu’il est présent sur certaines souches lyso- 
genes du groupe B, qui existent aussi a l’état non lysogéne sans 
antigéne 1. Il était done aisé d’obtenir la méme souche avec ou 
sans antigéne 1. Ceci a été réalisé par le D* B. Stocker, au Lister 
Institute de Londres, avec qui a été mené ce travail, ainsi qu’avec 
le D™ B. Kopacka, de Varsovie, pendant son séjour dans mon 
laboratoire [25]. Nous avons travaillé aussi avec une autre Salmo- 
nella, S. senftenberg du groupe E, qui contient un antigéne 1, 
indépendant de la présence d’un phage, qui est commun avec une 
partie de Vantigéne 1 du groupe B. C’est cette partie commune 
qui fit objet de nos recherches puisque nous avons essayé | effet 
inhibiteur des oligosides sur la précipitation d’un sérum anti- 
S. typhi murium du groupe B par le polyoside extrait de S. senf- 
tenberg du groupe E,. 

Des expériences préliminaires nous ont montré que le temps 
optimum d’hydrolyse, par Vacide sulfurique normal a 100°, était 
trente minutes. A ce moment, le maximum de chaque oligoside 
est oblenu dans les hydrolysats du polyoside extrait de S. senften- 
berg (S) et de S. typhi murium lysogéne (B'). 

La fig. 2, pl. I, montre les 4 taches visibles aprés chromatogra- 
phie de Vhydrolysat B*. Deux de ces taches Be et Bs sont absentes 
de l’hydrolysat B obtenu a partir du polyoside sans antigéne 1. Les 
oligosides qu’elles contiennent doivent donc appartenir a lanti- 
géne 1; en fait ils inhibent fortement la précipitation des anti- 
corps anti-l. Parmi les 6 taches repérées sur le chromatogramme 
de S, on n’en retrouve qu’une (S,) qui semble identique i l’une 
des taches de B’ (B,). Les oligosides présents dans 5 de ces taches 
(Ssvis n'a pas été essayée) sont tous inhibiteurs, quoique a des 
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degrés trés différents. Un dosage du pouvoir réducteur des oligo- 
sides avant hydrolyse nous a donné une idée approximative de 
la teneur de nos préparations en oligosides et permis d’établir 
le tableau X. On y voit que S, et B, possédent le méme pouvoir 


Tasreau X. — Pouvoir inhibiteur des oligosides présents dans les 
souches S. senflenberg et S. typhi murium lysogéne. 


2 . 
100 


Sucre ou oligoside inhibiteuwr 


1D,;. = quantité de sucre ou d’oligoside nécessaire pour obtenir 50 p. 100 d’inhi- 
bition. Glu « = para nitrophénylglucoside g, 1€™ Glu a partir de la gauche. Glu 3 
= para nitrophénylglucoside 8, 2° Glu a partir de la gauche. 


mhibiteur, ce qui, joint A leurs migrations identiques en chroma- 
tographie et ionophorése, suggérait fortement leur identité. Le 
pouvoir inhibiteur de S, et de S,yis est trés nettement inférieur 
a celui des autres oligosides. Pour S, il s’agit d’un petit oligoside, 
présent d’ailleurs en trés faible quantité dans Vhydrolysat de S. 
Pour S, xis, tres voisin de S, sur le chromatogramme, on peut se 
demander s’il est vraiment inhibiteur ou si son activité ne pro- 
viendrait pas de quelque contamination par S, (1 p. 100 de S, 
serait suffisant pour expliquer l’activilé de Sy pis). 

L’étude chimique des oligosides S,, S,sis, B,, S; et B, est en 
cours. Les résultats obtenus dés a présent par M"® Tinelli sont 
résumés dans le tableau XI. On voit que l’analyse chimique 


Tasteau XI. — Constitution chimique des oligosides de l’antigéne 1. 


-Pouvoir Constitution 
inhibiteur 
; 133 
Glucose - ou. —- galactose 


Glucose. (galactose — mannose) — rhamnose — 


Galactose - mannose — rhamnogse — E 
Glucose - galactose - mannose — 


Formule proposée pour 1’antigéne 1 commun aux groupes Ey et B 
1-3 
« Glucose —- ais - galactose — mannose — 
les : 3 
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confirme lidentité des oligosides S, et B, dont le mode de liaison 
reste encore a préciser. Puisque la présence du rhamnose terminal 
non réducteur n’augmente pas le pouvoir inhibiteur de B, par 
rapport a S,, nous proposons pour Vantigéne 1, commun aux 
groupes B et E,, la structure suivante [25] : 
i—3 
a-glucose ou galactose — mannose — 
las 


CONCLUSIONS. 


Nous sommes parfaitement consciente que tous les résultats 
obtenus sur les antigénes 9, 12 et 1 sont loin d’étre complets et 
définitifs. Tels qu’ils sont, ils montrent d’ores et déja que les 
divers antigénes O d’un méme sérotype ne sont pas de grosses 
molécules distinctes, comme l’avaient déja montré de nombreux 
travaux (8, 4, 44, 24], mais bien de courtes chaines oligosidiques 
d’un méme polyoside, ce qui justifierait le nom de « facteurs » 
substitué souvent a celui d’« antigénes » par certains bactériolo- 
gistes. 

Ils montrent aussi, une fois de plus (C/. en particulier [4)), 
combien de petites différences dans la structure chimique peuvent 
modifier la spécificité d’une chaine oligosidique : les oligosides B,, 
de l’antigéene 1, et T,, de l’antigéne 12 a, contiennent les mémes 
sucres : ils n’ont pourtant aucune parenté immunologique. 


Puisque d’aussi faibles changements que le mode de liaison des 
sucres entre eux peuvent faire apparaitre une nouvelle spécificité, 
on comprend mieux le réle joué par les prophages dans l’appa- 
rition ou la suppression de certains antigénes a la surface des 
Salmonella (Cf. [25]). Nous espérons, pour notre part, pénétrer 
ainsi plus avant dans le mécanisme du mode d’apparition de l’anti- 
géne 1 a la surface des Salmonella des groupes A, B et D. 


D’autre part, la présence du méme abéquose a l’extrémité des 
antigénes 4 et 8 explique les faibles réactions croisées observées 
parfois entre les sérotypes des groupes B et E, déja signalées par 
White [80]. Ces réactions croisées sont plus importantes et fré- 
quentes lorsque l’on utilise des sérums de lapin ayant recu une 
immunisation plus longue que celle généralement pratiquée pour 
obtenir les sérums de diagnostic. Elles sont trés importantes avec 
les sérums de cheval, et, dans ce cas, les précipitations croisées 
sont inhibées par l’abéquose, ce qui démontre le réle de ce sucre 
lerminal dans ces réactions croisées. 


La présence du colitose a l’extrémité des antigénes O 111 et 0 55 


des EF. coli explique aussi Vimpossibilité d’obtenir, chez le cheval, 
des sérums spécifiques pour chacun de ces sérotypes. 
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Nous avons l’espoir que la connaissance chimique des anti- 
génes O du tableau de Kauffmann-White permettra un jour de 
préparer des sérums spécifiques pour quelques-uns des antigénes, 
sans avoir recours aux fastidieuses absorptions actuellement obli- 
gatoires. Ce but est encore lointain. Dés a présent pourtant, les 
résultats acquis permettent de sortir les antigénes O des Salmo- 
nella du nébuleux mystére qui les entoura pendant si longtemps ; 
ils leur font prendre place auprés des autres antigénes polyosi- 
diques particulitrement étudiés par Heidelberger, Morgan, Kabat 
et McCarty. En démontrant une fois de plus Je role joué par la 
constitution chimique dans la spécificité immunologique, nous 
sommes heureuse d’avoir apporté un nouvel hommage a la 
mémoire du grand Landsteiner, et le faisant dans cette maison, 
Institut de Microbiologie fondé par un chimiste, d’avoir en quelque 
sorte bouclé la boucle en démontrant qu'une classification établie 
par des bactériologistes et pour des bactériologistes, repose sur 
des bases purement chimiques. 
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RECHERCHES SUR LA CULTURE 
DU VIRUS DE NEWCASTLE 
ET SUR SES APPLICATIONS PRATIQUES. 


par J. ANDRE et G. AUDEBAUD (*). 


(Institut Pasteur de Saigon) 


I. — ETUDE DU VIRUS DE NEWCASTLE SUR CELLULES 
TRYPSINEES DE REIN©DE SINGE 


A. — Effet cytopathogeéne. 


HisroriIoue. 


Gey et Bang [4, 2], en 1951, furent les premiers A faire connaitre 
Vaptitude du virus de Newcastle a détruire les cellules de la membrane 
chorio-allantoique et celles des muscles striés de l’embryon de poulet. 

Tyrell [3] et Mason et Kauffmann [4] ont précisé nos connaissances 
sur l’effet pathogéne du virus de Newcastle sur les cellules des différents 
tissus de l’embryon de poulet. Ces auteurs montrérent, notamment, 
que la destruction des cultures est totale et que les modifications dégé- 
nératives sont les mémes quel que soit le tissu: arrondissement des 
cellules, tendance 4 se disposer en amas, aspect granuleux et vacuolaire 
des cellules les plus proches de lVexplant, extension et intensification 
de ces lésions jusqu’A ce que la culture ne contienne plus que des 
amas de débris cellulaires. I] arrive que certains fibroblastes conservent 
leur apparence extérieure. Mais, toujours, la disparition de 1’architec- 
ture interne normale témoigne de Ilésions importantes et de la mort 
des cellules. L’effet cytopathogéne est total. 

Pollard et coll. [5], puis Tyrell [3], ont signalé l’action destructive 
totale du virus de Newcastle sur les cellules cancéreuses HeLa. 

Shimizu et coll. [6] ont passé en série le virus sur cellules épithé- 
liales de rein de pore avec observation d’un effet cytopathogéne. 

Par contre, Chaproniére et Pereira [7] ont signalé que, différent 
en cela du virus de la peste aviaire, le virus de Newcastle n’exergait 
aucun effet pathogéne sur les cultures de cellules de poumon 
embryonnaire humain, bien qu’il s’y multipliat activement. Nous- 
mémes avons constaté que le virus se multipliait sur les cellules rénales 
humaines adultes en culture, mais sans effet cytopathogéne apparent. 


(*) Manuscrit recu le 29 octobre 1989. 
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Chanock [8], en 1955, a obtenu le passage en série du virus de 
Newcastle sur cellules épithéliales de rein de singe. 


Selon Chanock, le virus ne détruit qu’une partie seulemert de 
la culture. Le comportement des cellules trypsinées de rein de 
singe infectées par le virus de Newcastle est ainsi décrit : 

« Les cellules épithéliales de rein de singe infectées par Je virus 
de Neweastle présentaient d’abord un aspect granuleux du cyto- 
plasme, souvent suivi par un gonflement de la cellule. Les cellules 
infectées se détachaient de la couche épithéliale et dégénéraient 
graduellement. Dans les cultures fixées par le Bouin et colorées 
par ’hémalun-éosine, on pouvait distinguer occasionnellement des 
masses syncytiales de 2 4 5 noyaux semblables a celles décrites 
dans Jes cellules HeLa infectées par le virus de Newcastle ou par 
le virus ourlen. 

« Ces effets cytopathogénes apparaissaient aprés un a six jours 
d’incubation, selon la concentration du virus. 

« Les lésions, qui commencaient sous forme de foyers discrets 
dans de larges couches épithéliales, augmentaient durant les 
vingt-quatre A soixante-douze heures suivantes, mais invariable- 
ment 10a 50 p. 100 des cellules n’étaient pas infectées. Les cellules 
dégénérées se détachaient du verre, laissant des nappes cellulaires 
épithéhales de dimensions variables qui continuaient de métabo- 
liser comme en témoignait l’acidification du milieu. Dans quel- 
ques-uns des tests, un plus grand nombre de cellules épithéliales 
était épargné dans les tubes inoculés avec les plus grandes quan- 
tités de virus. 

« L’effet cytopathogéene se maintenait aprés 6 passages en série 
sur culture de tissu de rein de singe avec une dilution totale du 
matériel originel de 10—*. Prélevés au moment de la plus grande 
dégénérescence, les liquides surnageants provenant du premier et 
du troisiéme passage avaient un titre modérément élevé de 
virus infectant pour la culture de tissu (10-*? a 10-5) et un faible 
titre hémagglutinant (1/2 a 1/6). 

« Le liquide allantoique des ceufs infectés par le virus de New- 
castle contenait de plus grandes quantités de virus infectant et 
d’hémagglutinines (10—-*” et 1/28 a 1/256 respectivement) [8]. » 

Nos constatations sur l’effet du virus de Newcastle sur les cel- 
lules rénales de singe ne concordent pas entiérement avec les 
descriptions de Chanock. 

D’aprés cet auteur, au moins 10 p. 100 et au plus 50 p-. 100 
des cellules inoculées échappent toujours a l’infection par le virus 
de Newcastle et ne sont pas détruites. 

‘Les nombreux passages de virus de Newcastle que nous avons 
été amenés 4 faire au cours de nos expériences nous ont permis 
des observations un peu différentes que nous exposerons plus loin : 
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TECHNIQUE. 


Les cultures de cellules rénales de rein de singe ont été faites 
suivant le procédé désormais classique de la trypsination. 

Le milieu nutritif 4 base d’hydrolysat de caséine est celui recom- 
mandé par Lépine et coll. [9]. 

Un nombre déterminé de tubes de culture préalablement débar- 
rassés de leur phase liquide recoivent chacun 0,1 ml de la suspen- 
sion virale pure, ou convenablement diluée. 

Apres une demi-heure d’incubation, a la température du labo- 
ratoire, on ajoute 4 chaque tube 0,9 ml de milieu nutritif, puis les 
tubes sont placés a l’étuve a 37° 


RESULTATS. 


a) Quand Veffet cylopathogéne se manifeste rapidement, 
examen microscopique des cultures aprés vingt-quatre heures 
montre de petites cellules rondes, peu nombreuses, nettement 
séparées les unes des autres, se détachant facilement de la 
couche cellulaire sous-jacente a laquelle elles adhérent peu. En 
effet, si l'on agite légérement les tubes de culture, un deuxiéme 
examen microscopique ne décéle plus d’anomalies. 

Aprés quarante-huit heures d’incubation, de nombreuses cellules 
rondes, ae taille variable, dont certaines trés volumineuses, sont 
réparties sur Vensemble de la culture qui présente alors des 
lacunes plus ou moins importantes. Si l’on agite le tube, un 
grand nombre de cellules lésées se détachent, mais l’effet cyto- 
pathogéne nest pas effacé pour autant sur celles qui continuent 
a adhérer au verre. 

Apres trois ou quatre jours, la destruction de Ja culture peut 
étre considérée comme totale, bien que, dans certains tubes, plu- 
sieurs ilots de cellules, d’ailleurs tres endommagées, restent encore 
accrochés au verre. 

b) Dans certains cas, au moment du premier ou du deuxiéme 
passage sur rein de singe, les lésions de début apparaissent trés 
nettement sur la couche cellulaire aprés un temps variable, puis 
disparaissent ; et l’on n’observe plus que des lésions non spéci- 
fiques. inconstantes et n’affectant, quand elles existent, qu'une 
partie de Ja culture. La seule observation microscopique ne permet 
plus alors de juger de la multiplication virale dans le tube 
considéré. 

La réaction d’hémadsorption est positive dans les tubes inoculés, 
témoignant alors de la positivité du passage, alors qu’aucun effet 
cytopathogéne n’est décelable a l’examen microscopique. 
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c) A loceasion de titrages successifs sur cultures de tissu d’une 
souche de virus de Newcastle entretenue sur ceuf embryonné, nous 
avons fait a plusieurs reprises les constatations suivantes : 

1° Aprés vingt-quatre & quarante-huit heures d’incubation, les 
petites cellules rondes traduisant les premiéres lésions appa- 
raissent sur les tubes inoculés par des suspensions virulentes 
pures et diluées 4 10-', 10-*, et parfois 10—-*. Puis ces lésions 
s’estompent et tendent méme a disparaitre, comme indiqué plus 
haut. 


2° Par contre, le troisiéme ou le quatriéme jour, l’effet cyto- 


Fic. 1. — Cellule rénale de singe, colorée par hémalun-éosine, 16 heures apres 
inoculation de virus de Newcastle. Inclusions cytoplasmiques éosinophiles. 


pathogéne apparait dans les tubes inoculés avec des dilutions plus 
of 7 a ‘ 6 } “AONE 
élevées comprises entre 10~° 4 10~ et, loin de régresser, pro- 
ays bg 4 ~ 
ee alors réguliérement jusqu’é la destruction totale de la 
culture. 


Ces constatations rejoignent celles de Chanock qui a constaté 
que, dans certains cas, un plus grand nombre de cellules épithé- 


ales était épargné dans les tubes inoculés avec les plus grandes 
quantités de virus. : 
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&) Quand Vinoculum est faible (exemple : suspension a 10-° 
d'une souche pleinement infectante), les premiéres lésions cyto- 
pathogénes peuvent n’étre évidentes que six jours aprés l’inocula- 
tion, ainsi que l’a conslaté Chanock. 


e) Sur les préparations colorées par l’hémalun-éosine, nous 
n’avons pas retrouvé les formations plasmodiales décrites par 
Chanock. Par contre, nous y avons observé, avec une régularité 
absolue au cours des différents passages, des inclusions éosino- 
philes trés nettement visibles. Ces inclusions, de dimensions et 


Fic. 2. — Méme légende que fig. 1. 


de nombre trés variables d’une cellule a l’autre, ont toujours une 
forme irréguliére, découpée, en carte de géographie (fig. 1 et 2). 

Ouand les inclusions sont volumineuses, elles sont peu nom- 
breuses (d’une a trois) et appliquées contre le noyau dont elles 
épousent le contour par un de leurs cétés. 

Quand les inclusions sont plus petites, elles sont en général 
dispersées irréguli¢rement dans le cytoplasme. 

Il s’agit la de deux aspects extrémes, et il existe de nombreuses 
figures intermédiaires. 

Pratiquement, l’appréciation a l’examen direct des lésions des 
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cellules de reins de singe par le virus de Neweastle nous parail 
devoir se faire de la maniére suivante : 
Lésions au stade 1 : quelques petites cellules rondes réparlies 
sur la culture cellulaire. 
Lésions au stade 2: nombreuses cellules rondes et lacunes. 
Lésions aux stades 3 et 4: destruction de la cullure (dont quel- 
ques ilots peuvent rester accrochés au verre). 
Mais cette succession est loin d’étre réguliére. 


B. — Hémagglutination et hémadsorption. 


Dans tous les cas ol une culture est infectée par le virus de 
Newcastle, le surnageant des tubes posséde des propriétés hémag- 
glutinantes, et les cellules elles-mémes des propriétés hémadsor- 
bantes qu'il nous fut aisé d’apprécier. 


‘TECHNIQUES. 


a) HémaaciurinaTion. — 1° Dilution des surnageants avec de l’eau 
physiologique de 1/2 en 1/2 jusqu’a la dilution 1/512 ; 

2° A 0,25 ml de chaque dilution, addition d’un volume égal d’une 
suspension d’hématies 4 0,5 p. 100. 

3° Lecture aprés sédimentation pendant une heure a la température 
du laboratoire. 


b) Hiémapsorprion. — Selon les indications données par Vogel et 
Shelokow [410], nous utilisons des cultures cellulaires incubées pendant 
cing jours 4 37°C aprés leur inoculation virale. Les tubes sont vidés 
de leur contenu liquide qui est remplacé par 0,2 ml d’une suspension 
a 0,4 p. 100 d’hématies de cobaye. Lecture aprés vingt minutes pendant 
lesquelles les tubes sont maintenus 4 + 4° C. On distingue quatre stades: 

1° Adsorption d’hématies isolées ou d’ilots rares et comptant moins 
de 50 éléments ; 

2° Ilots de plus de 50 globules rouges, répartis sur la couche cellulaire ; 

3° Tapis de globules rouges comportant quelques lacunes ; 

4° Tapis de globules rouges masquant enti¢rement la couche cellu- 
laire. 

(L’adsorption doit résister 4 deux lavages par ]’eau physiologique ou 
par le liquide de Hanks.) 


OBSERVATIONS. 


L’une et l’autre méthode sont capables de déceler le virus a un 
stade ot la recherche de effet cytopathogéne ne le permet pas. 
L’apparition de Veffet hémadsorbant est plus rapide que celle 
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de l’effet hémagglutinant (moins de six heures pour des dilutions 
virales & 10—"). 

Compte tenu de cette précocité de la seconde, les deux méthodes 
sont concordantes et, a des taux de dilution convenables, ne 
donnent jamais de résultats dissociés. 

Le titre hémagglutinant n’est jamais trés élevé. Dans nos expé- 
riences, le titre de 1/128 représente un maximum rarement atteint 
avec cependant un virus dont le titre hémagglutinant dans le 
liquide allantoique de l’ceuf infecté atteint 1/4 096. 

Cette discordance entre le taux hémagelutinant des liquides 
allantoiques et celui des surnageants des cultures cellulaires a déja 
été signalée par Chanock (voir ci-dessus). 

L’effet hémadsorbant peut s’observer avec des taux de dilution 
du virus atteignant 10-5. 

Dans la lecture des tests d’hémadsorption nous avons eu affaire 
a de fausses réactions positives et 4 de fausses réactions négalives. 
Comme rien de tel n’est envisagé dans les publications dont nous 
avons pris connaissance, nous croyons devoir donner |a-dessus 
quelques indications : 


a) FAUSSES REACTIONS POSITIVES. 


1° Cultures cellulaires spontanément hémadsorbantes. — I s’agit 
le plus souvent d’hémadsorption au stade 1 ; mais nous en avons 
observé une au stade 4. L’existence de cultures cellulaires sponta- 
nément hémadsorbantes impose de faire des réactions-témoins avec 
des tubes neufs de la méme série de trypsination. 


2° Souillures microbiennes. — Ces hémadsorptions, toujours 
massives (stade 4), peuvent se manifester avant que linfection 
microbienne soit évidente. I] faut le savoir et prolonger l’obser- 
vation des tubes pour le contrdle a ce point de vue. 


b) FaussEs REACTIONS NEGATIVES. 


1° Hémolyse. — Ce phénoméne, d’observation courante et qui 
ne semble pas dépendre des seules variations du pH de la culture, 
peut masquer totalement l’hémadsorption. I] se produit seulement 
au contact direct des cellules et les surnageants sont dépourvus 
de pouvoir hémolytique. 

Une hémolyse partielle peut entraver l’adsorption des globules 
non hémolysés. 

Quand I’hémolyse se produit, il faut rejeter la suspension hémo- 
lysée et la remplacer par une autre suspension globulaire, opéra- 
lion qu’on peut avoir a répéter plusieurs fois. 

Nous avons été moins génés par l’hémolyse en augmentant la 
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quantité de globules rouges introduits (0,5 ml de la suspension 
a 4 p. 100 au lieu des 0,2 ml recommandés par Vogel et Shelokov) 
et en lavant au préalable la culture avec de la solution de Hanks. 


2° Excés de virus. — Nous avons enregistré des résultats néga- 
tifs dans des tubes inoculés avec une dilution 4 10— de virus de 
Newcastle, alors que les tubes inoculés avec les dilutions 10° 
et 10—-* donnaient une réaction fortement positive. Dans ces cas-la, 
lintensité de V’hémadsorption dans un tube donné nous a paru 
inversement proportionnelle au titre hémagglutinant du virus dans 
le surnageant. Dans les tubes oti la quanté de virus inoculée est la 
plus élevée, adsorption ne devient nette qu’aprés plusieurs lavages 
de la culture avee de l’eau physiologique ou du liquide de Hanks. 


RESUME ET CONCLUSIONS 


Nous décrivons l’évolution des lésions provoquées par le virus 
de Newcastle dans les cultures de cellules rénales de singe. Cette 
évolution est assez capricieuse et l’effet pathogéne est trop irre- 
guher, parfois trop fugace ou trop peu spécifique pour avoir 
a lui seul une grande valeur pour le diagnostic. 

Cependant, le plus souvent, elle aboutit 4 la destruction foftale 
de la culture. 

Elle comporte la production d’inclusions éosinophiles. 

Les surnageants possédent des hémagglutinines, mais a des taux 
relativement bas. 

La réaction d’hémadsorption est la plus précoce et la plus sen- 
sible. Elle donne des résultats positifs dans des tubes ot aucun 
effet pathogéne n’est décelable sur des cellules. Elle est sujette 
a donner des réponses faussement positives ou faussement néga- 
lives que nous signalons en donnant les moyens de les prévenir. 

Nous donnons dans le chapitre suivant le résultat d’une com- 
paraison quant 4 leur valeur pour apprécier la multiplication du 
virus de Neweastle entre Jes trois méthodes : recherche de 1|’effet 


cytopathogéne, recherche de l’hémagglutination, recherche de 
Vhémadsorption. 


IT. — COMPARAISON DE L’EFFET CYTOPATHOGENE, 
DE L’HEMADSORPTION ET DE L’HEMAGGLUTINATION 
APPLIQUES AU TITRAGE DU VIRUS 


Dans un but de comparaison entre les trois méthodes (recherche 
de effet cytopathogéne, recherche de Jeffet hémadsorbant, 
recherche de Veffet hémagglutinant) nous avons procédé a 
12 titrages de virus de Newcastle. Le virus nous a été fourni 
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soit par des souches (pathogénes ou vaccinales) entretenues sur 
ceuf embryonné, soit par des souches se développant sur cellules 
de rein de singe. 

Nous avons employé des dilutions de virus croissant de 1/1 


Tasreau I. — Titrage sur cellules rénales de singe d’une souche 
virulente entretenue sur ceuf embryonné. Titre hémagglutinant du 
liquide allantoique : 1/2048. 
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Dans ce tableau et les tableaux suivants, les chiffres 2, 3 et 4 désignent les 


1, 
différents degrés des effets cytopathogénes et hémadsorbants (V. le texte). 


a 10— selon une progression logarithmique. Avec chaque dilution 
nous avons ensemencé 18 tubes, dont 4 servaient par la suite 
4 observer |’évolution des lésions (effet cytopathogéene). Les tubes 
destinés a ]’évaluation de l’effet hémadsorbant et a celle de Veffet 
hémagglutinant étaient prélevés périodiquement parmi les 14 res- 
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tants et rejetés aprés examen. L’effet cytopathogéne fut done 
observé tous les jours sur les mémes tubes, tandis que les deux 
autres tests furent pratiqués sur des tubes chaque fois différents. 

L'effet cytopathogéne apparait plus tard et se développe plus 


Tasresu Il. — Titrage sur cellules rénales de singe d’une souche 
vaccinale entretenue sur cuf embryonné. Titre hémagglutinant du 
liquide allantoique : 1/1024. 


24 


lentement que l’hémadsorption et que l’hémagelutination. De plus, 
la lecture du titre limite du virus est difficile par la premiére 
méthode, et la détermination de la DC50 n’est pas toujours possible. 

Dans certains cas (expériences dont rendent compte les 
tableaux III et IV), les lésions apparues sur les cultures ense- 
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mencees avec les plus grandes quantités de virus s’estompent ou 
disparaissent, alors que, dans les tubes ot l’on a introduit des 
dilutions du virus plus élevées, on observe que les lésions (appa- 


Tasreau Il]. — Titrage sur cellules rénales de singe d’une souche 
vaccinale entretenue sur uf embryonné. Titre hémagglutinant du 


liquide allantoique : 1/4096. 
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seulement sur la série de tubes utilisés 
pour \’étude de l’effet cytopathogéne eta 
donné les résultats ci-contre= 
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rues plus tardivement) progressent jusqu’a la destruction totale 
de la culture. Dans ces cas-la, la lecture du titre limite pour effet 
cytopathogéne est plus aisée. In 
Les réactions d’hémadsorption et celles d’hémagglutination 
apparaissent plus précocement (dés la sixiéme heure) et la lecture 
du titre limite y est aisée. Le plus souvent, la premiére est positive 
plus tot que la seconde avec les dilutions élevées du virus. En 
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outre, ainsi que nous l’avons signalé plus haut, le taux de dilution 
limite des surnageants positifs est toujours faible. Dans nos expé- 
riences, il n’a jamais dépassé 1/128, alors que le taux de dilution 


Tasteau IV. — Titrage d’une souche virulente aprés un seul passage 
sur cellules rénales de singe. 
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limite des liquides allantoiques infectés avee le méme virus atte1- 
gnait 1/4 096. 
Les tableaux I, IT, III, IV et V exposent les résultats détaillés 


CULTURE DU VIRUS DE NEWCASTLE 841 


de cing de ces titrages. La figure 3 traduit en fonction du temps 
Pee C , q . : 
d’incubation les résultats fournis par chaque méthode au cours du 


i 


titrage n° 5, 


Tasnteiu V. — Titrage d'une souche virulente aprés 4 passages sur 
cellules rénales de singe. (Titre hémagglutinant : 1 /32.) 


ni] tes jars oar | Joes jours | as 
nheures/heures| heures jOurs| jours | jours jours 
[0000] o000|1111]3223]aaaa] aaa laaea laces 
fae [ea_[aa [oa [oa [aa [aa _[oaaa] 
wo-'[i1_[aa_[aa [oa [oa [aa [oa [aac] 

-2[00|aa_|aa_[aa [aa faa [aa [anaes 

-a[oo [ir [ae [aa faa] 


10m 
=. 
-3 
4 
=5 
-6 
a7 
-8 


Eftet cytopathogéne 


1 
on 
| 
bh 
s 


Hémadsorption 


lonr -h 
o|/o a 
hl} 4 
Sis 
pis 
O|;s 


iO) 


/ 


eae /64 Peal Une Wi6 |I716 IZ 
1/2| 1/32) 1/64 
cosy oe ie aaa ee 116 1732 [17 
1/8| 1/64 
wake ey 1/64 (eae 1/32 |1732 
1/4 1/64 


1/64 |1/32 |1/32 |1/32 


' 
w 


ES 
eer) 
iN) 


Hémagglutination 
i] 1 
(S,) + 


‘ee 
a 


Sp SES= 
NI=O/S a 
i) 
@ |n 
S 
rN) 
@ 
SS 
w 
nN 
S 
wa 
N 
~ 
a 
nN 


i} 
“N 


CONCLUSION 


L’hémadsorption est un témoin précoce, sensible et précis de 
la multiplication du virus de Newcastle sur cultures de cellules 
rénales de singe. Mieux que l’observation de l’effet cytopathogéne, 
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elle permet le titrage du virus et doit pouvoir étre appliquée utile- 


ment au diagnostic de la maladie de Newcastle par isolement du 
virus. 


III. — LE DIAGNOSTIC DE LA MALADIE DE NEWCASTLE 
PAR ISOLEMENT DU VIRUS SUR CELLULES DE REIN 
DE SINGE ET HEMADSORPTION 


TECHNIQUE. 


Le prélévement est fait a aide d’un écouvillon stérile en coton 
cardé. monté sur tige de bois et introduit aprés section de la tige 


10-6 


dans un tube de 12 x 120 contenant 1 ml de la solution de Hanks 
concentrée en antibiotiques. 

Plusieurs tubes de culture préalablement vidés, recoivent chacun 
trois ou quatre gouttes de l’inoculum prélevé directement a la 
pipette Pasteur. 

La suite des opérations se fait comme indiqué précédemment. 

Dans une expérience préliminaire nous avons inoculé trois pou- 
lets par différentes voies avec une souche pathogéne de virus de 
Newcastle. Deux jours plus tard, deux des poulets (a et b) étant 
manifestement malades et le troisiéme (c) apparemment sain, une 
premiére série de prélévements pharyngés et de prélévements 
rectaux servit & inoculer des tubes de culture de cellules de rein 
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de singe (4 tubes pour chaque prélévement). Aprés seize heures 
d’incubation, les tests d’hémadsorption donnérent les résultats sui- 
vants : 


Poulet a et poulet b : 


Prélévement pharyngé ..... HAtooene: 3 

Prélévement rectal’ ..2..... He SoS 2) 3 
Poulet c : 

Prélévement pharyngé ..... eer. OKO mae 

Prélévement rectal fi.4.ks. Heron) 6 


Les poulets a et b succombérent le troisiéme jour. Ce jour-la, 
une seeonde série de prélévements chez le survivant donna encore 
des résultats négatifs. 

Le cinquiéme jour, le poulet ¢ était malade et les prélévements 
donnérent l'un et l'autre des résultats positifs (H. : 3 3 3 3). Le 
sixiéme jour, qui fut celui ot l’animal succomba, une quatriéme 
série de prélévements fut positive de la méme facon. 

Ces premiers résultats nous ont incités 4 procéder a une nou- 
velle expérience en nous placant dans des conditions nous permet- 
tant de suivre |’élimination du virus et d’apprécier, en méme temps 
que Vhémadsorption, le pouvoir cytopathogéne. 

Trois poulets furent inoculés le 12 décembre 1958. A partir 
du 13 et jusqu’a la mort des animaux, deux séries de préléve- 
ments (pharyngés et rectaux) furent ensemencés chaque jour cha- 
cun dans quatre tubes de culture cellulaire. 


Poulet a. — Inoculé par voie intranasale. Hémadsorption posi- 
tive dés le premier prélévement : au stade 1 le 13, aux stades 2 
et 3 les jours suivants. La recherche de leffet cytopathogéne ne 
fut positive que le 18, jour de la mort de l’animal : lésions au 
stade 1 qui évoluérent en trois jours vers la destruction subtotale 
de la culture. 


Poulet b. — Inoculé par voie orale. Hémadsorption positive 
dés le premier prélévement : au stade 1 le premier jour sur les 
tubes incubés pendant seize heures, mais aux stades 3 ou 4 sur 
les tubes incubés pendant quarante-huit heures ; au stade 4 sur 
les tubes de seize heures le 16, jour de la mort de V’animal. 

Recherche de l’effet cytopathogéne négative sur tous les prélée- 


vements. 
Poulet c. — Inoculé par voie sous-cutanée. Mémes résultats que 
pour le poulet b, & ceci prés que la mort ne survint que le 19. 


A partir du début de l’année 1959, et avec la collaboration du 
D’ vétérinaire Nguyen Ba Luong, nous avons appliqué notre 
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méthode au diagnostic de la maladie de Newcastle chez les ani- 
maux suspects (réaction d’inhibition de ’hémagglutination ; isole- 
ment du virus sur ceuf embryonné a partir de l’encéphale des 
poulets et culture cellulaire). 

Des le premier mois, nous avons isolé sur cultures cellulaires 
(rein de singe) 8 souches de virus de Newcastle a partir de préle- 
vements pharyngés ou rectaux. L’hémadsorption était toujours le 
signe le plus précoce et le plus fidéle de l’infection des cellules 
en culture. 

A plusieurs reprises nous avons dépisté le virus chez des poulets 
apparemment sains, mais ayant été en contact avec des poulets 
malades. Ces animaux ont par la suite contracté la maladie et ont 
succombé quatre ou cing jours aprés l’examen virologique positif. 

Chez les contacts qui ont survécu, cet examen fut toujours 
négatif. 


CONCLUSION 


L’isolement du virus sur cultures de cellules rénales de singe, 
et sa mise en évidence par l’hémadsorption constituent une 
méthode simple, rapide, sensible et spécifique pour le diagnostic 
de la maladie de Newcastle. Ils sont applicables utilement aux 
enquétes épizootologiques. 

Dans les pays tropicaux ow les cultures de cellules rénales de 
singe sont d’un prix de revient modique, leur application ne 
comporte que des avantages. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE CULTURE OF NEWCASTLE DISEASE VIRUS 
AND ITS ROUTINE APPLICATIONS. 


I. Srupres ON THE DEVELOPMENT oF NDV 
ON TRYPSINATED MONKEY KIDNEY CELLS. 


Il. CoMPARATIVE STUDIES ON THE CYTOPATHOGENIC EFFECT, 
HEMADSORPTION AND HEMAGGLUTINATION, APPLIED TO VIRUS TITRATION. 


III. Diacnosis or NEWCASTLE DISEASE BY ISOLATION OF THE VIRUS 
ON MONKEY KIDNEY CELLS AND HEMADSORPTION. 


The evolution of the lesions on monkey kidney cells is irregular, 
but generally results in the total destruction of the culture. The 
infection induces the appearance of eosinophilic inclusions. The 
supernatant fluids contain low titers of hemagglutinins. 

The hemadsorplion reaction yields better results than the study 
of cytopathogenicity or virus titration, and can be used for the 
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diagnosis of the disease. The technique is easy, rapid, sensitive 
and specific, and should be especially recommended in tropical 
countries, where monkey kidney cells are easily available. 
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ASPECTS HISTO-PATHOLOGIQUES 
DES MEMBRANES CHORIO-ALLANTOIDIENNES SOUMISES 
A DES AGRESSIONS EXPERIMENTALES NON VIRALES. 


par R. CAMAIN, P. BRES et H. PLAGNOL (*) 
(avec la collaboration technique de B. CARRONNIER et B. KHOURY) 


(Institut Pasteur de Dakar). 


La membrane chorio-allantoidienne de l’ceuf de poule incubé 
représente, on le sait, un matériel de choix pour la culture de 
nombreux virus. La réactivité remarquable de cet organe et les 
perturbations de structure enregistrées au niveau de ses trois 
feuillets permettent en outre de décrire & son niveau des lésions 
macroscopiques et des images histopathologiques qui varient avec 
le virus inoculé et autoriseraient, dans une certaine mesure, a 
caractériser un virus d’inoculation encore non identifié. 

La monographie déja ancienne de C. Levaditi et le remarquable 
mémoire de W. I. B. Beveridge et F. M. Burnet ont, entre autres, 
précisé les modifications macroscopiques et microscopiques des 
M. C. A. (1) dues au virus de la variole, de la vaccine, de Vherpés, 
etc. 

Le seul reproche que l’on puisse faire a la M.C. A. en tant 
que matériel d’analyse est peut-étre son extréme sensibilité, et un 
travail récent et minutieusement conduit, de H. Voss et coll. a mis 
a nouveau l’accent sur les lésions de ces membranes obtenues avec 
des agents d’agression trés divers : 

a) Manipulations préliminaires & une inoculation (désinfection 
a la teinture d’iode de la coquille, ouverture de la coquille a la 
scie ou au diamant) ; 

b) Variations de la température pendant l’incubation ; 

c) Dépot sur la M. C. A. de solutions diverses de pH et de 
concentrations différents, de neige carbonique, de corps étran- 
gers, d’agents chimiques variés, de produits utilisés comme sub- 
strats en biologie (sérums, hématies, etc.) ; 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, sGance du 4 février 1960. 
(1) Lire membrane chorio-allantoidienne. 
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d) Diminution de l’approvisionnement en O2 par recouvrement 
de la moitié supérieure de l’ceuf avec de la vaseline. 

Ces divers facteurs ont provoqué des lésions polymorphes des 
M. C. A. intéressant aussi bien chacun des trois feuillets embryon- 
naires. On peut les résumer succinctement en 

l° Prolifération, nécrose ou érosion de l’ectoblaste. 

2° OEdéme, suffusions hémorragiques, prolifération mésenchy- 
mateuse, état réactionnel des parois capillaires, afflux de cellules 
inflammatoires au niveau du mésoblaste. 

3° Prolifération de lentoblaste. 

Dans un travail assez identique a celui de Voss, R. Wyler et 
H. A. E. van Tongeren inoculent 4 des ceufs de 10-12 jours des 
solutions et suspensions diverses (eau physiologique, eau distillée, 
bouillon, lait écrémé, suspensions de tissus, antibiotiques). Ils éta- 
blissent une gradation des lésions observées tant sur le plan macro- 
scopique que microscopique. 

L’étude présente connaitra une orientation quelque peu similaire 
a celles de Voss et de Wyler ; son but sera de déterminer les alté- 
rations qui risquent d’interférer au cours des manipulations qui 
président au temps d’inoculation d’une M.C. A. 

Le matériel d’expérience est représenté par 258 M.C. A. pro- 
venant d’ceufs de poules New Hampshire ou Sussex, inoculées a 
dix jours d’incubation a 38°5, recueillies pour leur grande majorité 
au treiziéme jour (certaines lésions ayant fait Pobjet d’examens 
sur prélévements étagés au onziéme et douziéme jour). Les 
M. C. A., étalées sur bristol, ont été fixées au Bouin-Hollande, 
découpées en laniéres de 1 4 2 mm de large avec une lame de 
rasoir Gillette, incluses 4 la paraffine, coupées 4 5 uw ou 2,5 p, et 
colorées 4 Vhémalun-éosine, au Mann et éventuellement par la 
technique de Wilder pour imprégnation du précollagéne. Sauf dans 
certains cas, les M. C. A. n’ont pas fait l’objet de coupes sériées. 


Un bref rappel des temps classiques de manipulation des ceufs 
est nécessaire pour saisir la conduite générale de notre expérimen- 
tation. La séquence de ces temps s’établit ainsi : 


I. — Préincubation. Mirage. 


Il. — Désinfection de la coquille a l’alcool. 

Forage avec une pointe en acier d’un trou au gros bout de 
Poeuf. 

Forage d’un trou sur le plus grand équateur de la coquille en 
regard d’une zone avasculaire. Introduction de la pointe d une 
branche de pince fine dans le trou pour soulever, casser et décoller 
un petit fragment de coquille. Cette opération est réepétée pour 


mettre & nu la membrane coquilliére sous-jacente sur une surface 
de 0,5 cm x 0,5 cm. 
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III. — Avec la pointe de la pince (ou un vaccinostyle), pelite 
incision (1 a 2 mm) de la membrane coquilliére. Entrée de lair 
sous cette membrane. 


IV. — Aspiration par le gros bout de l’ceuf, entrainant leffon- 
drement de la M. C. A. (ceci lorsque la membrane ne s’affaisse pas 
spontanément). 


V. — Inoculation du produit d’analyse a la seringue, l’aiguille 
étant introduite de quelques millimétres au travers de la membrane 
coquilliére dénudée. 


VI. — Obstruction au scotch. 


VII. — Ouverture de l’ceuf, prélévement de la M. C. A. 


Aux divers temps (I a VII) correspondent la création possible 
de lésions artificielles de la M. C. A. Leur analyse chronologique 
s’établit sensiblement ainsi : 


Temps I. — Au cours de ce temps les perturbations portent sur 
la température, l’humidité, Papport en oxygéne. Ces problemes 
ont été déjé amplement étudiés et ont trouvé une solution dans 
les perfectionnements techniques des couveuses actuelles. 


Temps II. — L’alcool, trop largement répandu sur la coquille, 
peut tomber 4 ouverture de Ja membrane coquilliére (temps III) 
sur la M. C. A. Cette éventualité est réalisée expérimentalement. 
Par ailleurs, un coup de foret trop poussé risque de traumatiser 
la M.C. A. encore plaquée contre Ja membrane coquilliére. Ce 
type de lésions est étudié en exagérant et multipliant les coups 
de foret dans la coquille. 


Temps III. — L’incision de la membrane coquilliére au vaccino- 
style risque de léser la M. C. A. Un tel incident est reproduit en 
échancrant un peu profondément et a de multiples reprises (et 
non en surface et en un seul point) la membrane coquilliére. 
Pendant ce temps et le temps suivant, des débris de coquille peu- 
vent lomber sur la M. C. A. De tels débris y ont done été artificiel- 
lement déposés. 


Temps IV. — L’aspiration qui crée la dépression de la M. C. A. 
doit étre douce. Une aspiration trop violente s’accompagnera de 
lésions 4 son niveau (réalisation expérimentale). 


Temps V. — L’inoculation de la membrane se fait a l'Institut 
Pasteur de Dakar avec une seringue lubréfiée a V’huile de vaseline 
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(destinée @ avoir une étanchéité parfaite pour mesurer exactement 
des petites doses d’inoculat). Les produits biologiques injectés sont 
dilués dans de l’eau physiologique, parfois de l’eau distillée, addi- 
tionnées ou non d’antibiotiques ou de sérum. Si nous prenons 
Yexemple de la variole, les produits biologiques comportent un 
virus ef un support (épiderme nécrotique, liquide de pustule). 

L’ensemble de ces considérations nous a amenés Aa étudier : 

a) L’influence de la tonicité et du pH de l’éluat ; 


b) L’influence de solutions tamponnées d’antibiotiques divers 
utilisées & des concentrations différentes ; 

c) L’influence d’un liquide de phlycténe non septique (brdlure 
récente) ; 

d) L’influence de broyats tissulaires (carcasse de souriceau 
broyée et diluée). 

Nous n’avons pas repris ici les expériences de Voss et coll. 
sur des supports comme hématies, eau sérumisée, etc. 


Temps VI. — Ce temps ne doit pas comporter d incident. 


Temps VII. — Des M. C. A. d’ceufs de 18 jours, traitées jusque-la 
aussi rigoureusement que possible, ont été prélevées brutalement, 
avec liraillements et arrachements, et examinées. 


Plutot que de décrire pour chaque expérience les modifications 
histologiques des M. C. A., nous préférons examiner feuillet par 
feuillet l'ensemble de ces lésions, et, sur un tableau récapitulatif, 
les reporter en regard des manipulations qui les ont provoquées, 
en tentant d’en indiquer par des signes conventionnels le degré 
d’intensité, Il est bien entendu que ces descriptions ne sont pas 
originales, mais résument et précisent celles antérieurement 
données. 


A. — LES MODIFICATIONS DE L ECTOBLASTE. 


Elles sont trés polymorphes et peuvent coexister dans une méme 
M: CoA. 

Normalement unistratifié, l’ectoblaste peut proliférer selon des 
modalités et des intensités diverses. 


a) Prolifération en nappe. — Dans ce cas, une large partie de 
la M. C. A. voit son ectoblaste s’épaissir de maniére assez uni- 
forme, pour former un feuillet a plusieurs assises de cellules (4 4 8 
en moyenne). 


b) Prolifération localisée. — Plus fréquente que la précédente, 
son étendue oscille sur coupes entre 150 u et 600 uw environ. L’ecto- 
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blaste subit ici un épaississement en ddme, le nombre de ses 
assises pouvant dépasser la trentaine au centre de la lésion. 


c) Prolifération avec désordres architecturaux non dégénératifs. 
— Ces derniers peuvent consister en une simple perturbation dans 
lordonnancement régulier des strates ectoblastiques néoformées, 
avec aspect plus ou moins tourbillonnaire des assises cellulaires, 
ou bien en la création de perles cornées intra-ectoblastiques. Le 
degré le plus sévére de ce type de lésions est constitué par une 
prolifération dans le mésoblaste sous-jacent, de cordons, de boyaux 
ectoblastiques qui s’élargissent en véritables globes en bulbe d’oi- 
enon, trés similaires dans leur texture aux globes cornés des épi- 
théliomas spino-cellulaires. Boyaux, cordons ou globes peuvent 
conserver ou non leurs connexions avec l’ectoblaste. La profon- 
deur de leur migration intra-mésoblastique est trés variable : tantot 
ils restent voisins de la basale ectoblastique, donnant éventuelle- 
ment, & peu de distance de cette derniére, une véritable nappe 
continue ; tantot, ils migrent plus profondément, s’ordonnancant 
selon une coupole hémisphérique (demi-cercle en coupe) centrée 
par la partie moyenne d’un épaississement ectoblastique de surface, 
les bourgeons les plus profonds de cette coupole avoisinant par- 
fois Ventoblaste réactionnel avee cellule volumineuse 4 noyau com- 
portant un gros nucéole (2). 


d) Prolifération ectoblastique avec dégénérescence cellulaire. — 
La destruction pure et simple de l’ectoblaste se voit, alors quwil 
n'a pas témoigné de tendance proliférative (ulcére traumatique 
simple). Mais elle peut étre également la conséquence de phéno- 
ménes dégénératifs qui se situent a son niveau : 


a) Dégénérescence ballonnisante intéressant tantot quelques cel- 
lules isolées, tant6t des strates superficielles entiéres d’ectoblaste 
épaissi, donnant a ce dernier un bel aspect en dentelle. 


x 


(2) Dans leur travail, Voss et coll. s’attachent 4 démontrer a plusieurs 
reprises l’absence d’inclusions ectoblastiques intra-mésenchymateuses 
décrites par des auteurs antérieurs, Danchakoff en particulier. Il est 
exact que leur iconographie ne représente que des images de bourgeon- 
nement vasculaire pseudo-épithélial ; cependant le bourgeonnement 
ectoblastique intra-mésoblastique ne fait pour nous aucun doute et 
nous avons fort bien pu suivre la filiation entre ectoblaste de surface 
et bourgeons ectoblastiques profonds sur coupes sériées. L’iconographie 
jointe est, sur ce point, extrémement probante. I] est vraisemblable 
simplement que Voss et coll. n’ont pas eu la bonne fortune d’observer 
de telles images au cours de leur expérimentation. 

Par contre, R. Wyler et H. A. E. Van Tongeren retrouvent ces mémes 
bourgeonnements ectoblastiques profonds sur des membranes inoculées 
avec des suspensions de foie de souris et, comme nous, sont frappés 
par leur similitude avec les globes cornés des épithéliomas  spino- 
cellulaires. 
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B) Dégénérescence oxyphile partielle du cytoplasme observée 
dans des cellules qui prennent souvent un aspect sphérique, et 
dont la plage dégénérative cytoplasmique refoule éventuellement 
un noyau en demi-lune (pseudo-corps de Guarnieri) : 


_y) Dégénérescence oxyphile totale du corps cellulaire ; les tech- 
niques de Mann et de Giemsa sont particuliérement utiles pour 
étudier et préciser les aspects de ces nécroses oxyphiles partielles 
ou totales. 


5) Fonte nécrotique de toute une coupole de prolifération ecto- 
blastique aboutissant, associée ou non aux phénoménes d’exosérose 
et exocytose, a Ja création intra-ectoblastique d’une véritable bulle 
ou pustule destinée a effondrer secondairement son plafond. Le 
terme ultime de cette lésion est l’ulcération, marginée par ses deux 
bourrelets ectoblastiques résiduels. 


B. — Les MODIFICATIONS DU MESOBLASTE. 


Elles vont porter sur le mésenchyme qui constitue la charpente 
de ce feuillet, et sur les vaisseaux qui irriguent ce mésenchyme, 
vaisseaux qui sont hautement différenciés au dixiéme-douziéme jour 
de incubation. 


1° Les lésions du mésenchyme. 


a) L’cedéme. — Conséquence de lésions vasculaires, il distend 
le mésenchyme, et représente, encore plus que la _prolifération 
ectoblastique, la cause majeure de l’épaississement global d’une 
membrane. Dans les cas extrémes, une membrane simplement cedé- 
matiée peut atteindre 2 mm d’épaisseur. Macroscopiquement, la 
membrane a perdu sa translucidité et est devenue plus ou moins 
opalescente, sa surface est mamelonnée, sa consistance n’est plus 
souple mais cotonneuse, voire cartonnée. 


b) Les suffusions hémorragiques. — Conséquences également 
des lésions vasculaires, elles sont tantot discrétes, en petits amas 
d’hématies extravasées, tantot importantes, constituant de véri- 
tables foyers hémorragiques ou des hémorragies en nappe, allant 
jusqu’a submerger l’ectoblaste en surface. Dans cette éventualité 
on observe autour des foyers hémorragiques une destruction macro- 
phagique des hématies avec reprise pigmentaire ferrique. 


c) La réaction fibroblastique. — Elle consiste en une proliféra- 
tion et une évolution dans le sens fibroblastique des cellules 
mésenchymateuses. Cette réaction fibroblastique est soit diffuse, 
soit plus souvent orientée, les fibroblastes 4 grand axe parallele 
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a la surface ectoblastique constituant alors une véritable nappe 
cellulaire plus ou moins épaisse sous-jacente a l’ectoblaste. Ce 
processus est parfois si accusé que toute |’épaisseur du mésoblaste 
subit cette transformation. 


d) Les réactions histiocytaires. — Les cellules mésenchyma- 
teuses se mobilisent, évoluent dans le sens histiocytaire. Ces histio- 
cytes peuvent a leur tour se transformer en macrophages et méme 
en plasmodes géants. 


e) Les réactions polynucléées. — Elles sont exceptionnelles dans 
les agressions par agents physiques et chimiques. Les poly- 
nucléaires acidophiles plus souvent que neutrophiles trangressent 
les parois capillaires et évoluent librement dans le mésenchyme. 

Réactions histiocytaires et polynucléées s’accompagnent éven- 
tuellement d’exocytose ectoblastique et plus rarement entoblastique. 


2° Les lésions vasculaires. 


Décrites avec le plus grand soin dans le mémoire de Voss et 
coll., elles consistent essentiellement en images d’endothélite et 
de bourgeonnement. Dans les membranes agressées on assiste sou- 
vent & un accroissement numérique des vaisseaux, tantot désor- 
donné, tantot ordonné : dans ce dernier cas, la prolifération vascu- 
laire est manifestement induite par l’agent agresseur, puisque 
située 4 distance fixe de son impact ectoblastique et disposée en 
calotte sphérique si Vimpact est ponctuel, ou en plan paralléle 
a la surface ectoblastique si la zone d’impact est étendue. Dans 
ces différents cas, la lumiéme vasculaire est susceptible de s’obli- 
térer, et le vaisseau peut se transformer en bourgeon plein qui 
ne doit pas étre confondu avec les bourgeons ectoblastiques migrés 
dans le mésenchyme. 


PLANCHE I 


Fic. 1. -—— Préparation 6183 B. M.C. A. prélevée & la soixante-douziéme heure. 

L’ceuf avait subi les temps de manipulation I, II, III, IV réalisés avec précaution, 

Fixation Bouin-Hollande. Coloration hémalun-éosine. x 100. Alors que les autres 

M. C. A. du méme lot expérimental étaient normales, celle-ci présente en surface 

quelques rceléyements papillomateux de l’ectoblaste et une résection mésoblastique 
discréte. 


Fic 2. — Préparation 6559B. M.C. A. prélevée A la soixante-douziéme heure. Sur 

cet ceuf les temps I, H, II étaient réalisés normalement. Le temps IV avait été 

transformé en une aspiration brutale de la membrane coquillitre. Fixation Bouin- 

Hollande. Coloration hémalun-éosine. x 250. Prolifération ectoblastique avec dégé- 
nérescence ballonnisante et exocytose modeérée. 
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PLANCHE II 


Préparation 6591 B. M. C. A. prélevée 4 la soixante-douzieme hcure. La membrane 
coquillitre de cet ceuf a été perforée en de multiples endroits et de manitre brutale. 
Fixation Bouin-Hollande. Coloration hémalun-éosine. »x 100. Les Iésions histolo- 
ciques intéressent ici les trois feuillets. L’ectoblaste prolifere avec des images de 
dégénérescence ballonnisante. Il donne également un bourgeonnement profond intra- 
mésoblastique, dont certaines cellules témoignent des mémes images de dégéné- 
rescence ballonnisante que les éléments de surface, Le mésoblaste présente des suffu- 
sions hémorragiques, une prolifération histiocytaire et fibroblastique, cette dernicre 
orientée parallélement & la surface ectoblastique dans la partie superficielle du 
mésoblaste, perpendiculairement a Vectoblaste dans Je mésoblaste profond. Les 
vaisseaux bourgeonnent activement. L’entoblaste est épaissi, pluristratifié. 
Fic. 4. — Préparation 6184 R. M. C. A. prélevée A Ia soixante-douzitme heure apres 
inoculation d’cau distillée, Fixation Bouin-Hollande. Coloration hémalun-éosine. 
x 100. Ici Pectoblaste a proliféré abondamment, est exocytosique et comporte des 
images de dégénérescence ballonnisante et de nécrose. Le mésenchyme sous-jacent 
nest que discrétement réactionnel. A noter quelques suffusions hémorragiques. 
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PLANCHE III 


lic. 5. — Préparation 6591 B. M.C. A. prélevée 4 la trente-sixiéme heure. La 

membrane coquilli¢tre a été largement traumatisée par de multiples incisions 

au foret. Fixation Bouin-Hollande. Imprégnation argentique (Wilder). x 250. La 

technique argentique silue au mieux la prolifération ectoblastique de cette mem- 

brane Vectoblaste ne bourgeonne pas tellement en surface qu’en profondeur et 

la yitrée suit les inflexions de ce feuillet. Par endroit cependant cette vitrée pré- 
sente des zones d’effraction. 
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PLANCHE IV 


Fic. 6. — Préparation 6349 B. M.C. A. prélevée & Ja trente-sixitme heure. OEuf 

inoculé d'une solution tampon phosphaté (pH 7, A = 0,27). Fixation Bouin- 

Hollande. Coloration hémaiun-éosine. x 100. Au cours de cette expérience quelques 

débris de coquille sont tombés sur la M. C. A. A ce niveau on remarque une proli- 

fération ectoblastique locale centrée par une petite zone de nécrose, un bourgeon- 

nement capillaire qui souligne a distance la Iésion ectoblastique et un afflux histio- 
leucocytaire modéré, 


Fic. 7. — Méme préparation. L’examen a Vimmersion pcrmet de saisir les fins 

débris de coquille et les réactions cellulaires de lectoblaste. Certaines cellules 

deviennent globuleuses, vacuolisées, avec noyau excentré, et renferment de belles 
inclusions oxyphiles qui ressemblent a des corps de Guarnieri. 
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Puancne IV. 


PLancuHE V. 


Fic. 8. — Préparation 6347 B. M.C. A. prélevée a la trente-sixiéme heure, aprés 
inoculation d’une solution tamponnée phosphatée (pH 7, A = 0,27). Fixation Bouin- 
Hollande. Coloration hémalun-éosine. x 100. Les tampons phosphatés sont mal 
tolérés par les M. C. A. quels que soient leur pH et leur tonicité. Ici la M. C. A. 
réagit dans ses trois feuillets. L’ectoblaste prolifére, est attcint de dégénérescence 
ballonnisante en surface, est parfois érodé. Le mésoblaste édifie une lame sous- 
ectoblastique de fibroblastes orientés, dcs néoformations capillaires paralléles a la 
surface de la M.C. A.. et témoigne d’un afflux histio-leucocytaire. L’entoblaste, 
souligné par une plage de fibroblastes, devient pluristratifié, pseudo-vyilleux. 


Fic. 9. — Préparation 6588 B. M..C. A. prélevée a la trente-sixitme heure aprés 

perforations multiples de la coquille au foret. Fixation Bouin-Hollande. Coloration 

hémalun-éosine. x LOO. Ici sont associées des images de prolifération et de nécrose 

de Vectoblaste a des réactions mésenchymateuses (condensation de fibroblastes 

orientés, bourgeonnement vasculaire, prolifération histiocytaire, extravasion des 
hématies et des leucocytes). 
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C. — LES MODIFICATIONS DE L’ENTOBLASTE. 


Ce sont de beaucoup les plus simples puisque ce feuillet ne 
subira qu'un type majeur de modification : la prolifération. D’uni- 
stratifié qu’il est normalement, il pourra devenir bi- ou pluri- 
stratifié, sa surface se relevant parfois en plis ou franges, ceci 
toujours en regard des zones réactionnelles ectomésoblastiques. 


Les lésions qui viennent d’étre analysées pour chaque feuillet 
sont rapportées dans les tableaux ci-dessous aux diverses mani- 
pulations qui les ont provoquées. 

Dans le tableau I sont synthétisées les diverses lésions suscep- 
tibles d’intervenir lors de manipulations d’un ceuf embryonné de 
10 jours, avant toute inoculation d’une substance quelconque. 

Une manipulation correcte devrait normalement rester sans effet 
sur la M.C. A. Or cette derniére peut présenter, malgré toutes 
les précautions prises, une modification ectoblastique discréte avec 
ou sans ballonnisation des cellules ectoblastiques, ainsi qu’une 
légere réaction fibroblastique. 

Toutefois, seules des manipulations brutales provoquent de 
maniére constante des réactions plus ou moins sévéres des diffé- 
rents feuillets de la M. C. A. Certaines de ces réactions ont été 
suivies dans le temps et les perturbations histologiques parfois 
précoces connaissent un maximum d’intensité a4 la soixante-dou- 
zieme heure. 

Dans le tableau II sont résumées les lésions des M. C. A. provo- 
quées par des solutions aqueuses diverses de nature chimique, de 
pH et de tonicité variables. 

On aurait pu s’altendre 4 ce que les M. C. A. ne réagissent pas 
a eau physiologique. Si ceci reste vrai dans la majorité des cas, 
certaines d’entre elles ont cependant présenté des altérations, Mais 
ces lésions deviennent de plus en plus sévéres 4 mesure que l’on 
s’écarte des conditions de tonicité et de pH normales (expérimen- 
tation avec les tampons phosphatés de A cryoscopique variable). 
Certains tampons ont une action irritante certaine (tampon phos- 
phaté). 

D’une facon générale (tableau III), les solutions d’antibiotiques 
ou de bactériostatiques déterminent des lésions plus ou moins 
sévéres des trois feuillets des M. C. A. Cette notion doit rester 
présente a l’esprit du virologue qui a pris maintenant l’habitude 
d’additionner d’antibiotiques les produits biologiques avant de les 
inoculer aux animaux de laboratoire, & l’ceuf embryonné ou aux 
cultures de tissus. 

Toutefois la streptomycine utilisée a faible dose et seule parait 
solliciter moins que les autres substances les réactions des M. C. A. 
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Tanteau I. — Lésions histologiques provoquées par des traumatis- 
mes mécaniques de la M.C. A. 
SSS 
Lope al ! ! 
ye : ! gs i ! scarcer: Lésions ! Lésions ; Lésions 
Honimietins hice Hin | etllstons | afelerties niet 
! 1 ! 1 ! 
A ! 
Exéprience Témoin : : : : I 
Perforation de la coquille! immédiat! ! ! ; 
et décollement de la een ek sy - ! - : ” 
membrane coquilliére Eaya ts, OB ! . ! = : ~ 
effectués correctement gain ! P ! F + ! ar 
! 2h ! 4 ! aa 1 oy ! - 
! all 1 J ! - 
1 72h i 2 : P , Pb 1 Er i 
 ! ! 1 ! i aa 
Aspiration violente de ! 36 h : 2 ! P, Pb : rs) : = 
la menbrane coquillicre ; 72h | 3 : Ps 9° Pb : O,Sh,I | -“ 
! ! ! ! ! 
SS SS = 1 ! Nae ee 
Perforations miltiples imnédiat! 3 ! =" 1 Sh ! “ 
et brutales de la * AOL Bieta - MS Na) Ua ne - 
coquille au foret 5 SEY A re PE Jo SRG ip P 
He cAD Sig ee E ! F > Bs Geervas P 
Lis ! ‘ ! ! 
1 ! ! ! ! 
1 1 ! ! 1 
Perforations mltiples !immédiat! 3 ! - ! Sh ! - 
et brutales de la apoz nets = A Sh ! A 
coquille au foret avec § -16h ! 3 ! P LD) Shs ebviel ea es ” 
échancrure de la membrane!’ 24h ! 3 ies - ] Sh , F ! - 
coquilliere , 5 36h 1 6 JF Pim,Pdo,Pdb,Pn ! O, Sh,Pv,F,H,L, ! P 
72h ; 3 1a Pim,Pdo,Pdb,Pn : 0, Sh,Pv,F,H,L, : Pp. 
! ' ! 4 ! 
Inoculum de poussiére Vimmédiat’ 3 : - : 4 Sh : - 
de cequille surlakCA! 3on ! 4 ! E US SEEM See - 
1 Shin BE P , Pdb {Ste Pye FH, : a 
! ! i ! ! 
Chute d’huile de 36h : 3 Pp ! Sh, Pv, F,L,H  ! = 
vaseline sur la M.C,A, ’ T2h 1 3 1 e , Sh, Pv, F,L,H ” 
! { { 1 { 


Total des M.C.A. 


evcesee 


Abréviations utilisées 


FEUILLET 


Ectoblaste ...... 


Mésoblaste 


Entoblaste ...... 


ABREVIATIONS 


dans les tableaux I, Hl, Ill, IV. 


Prolifération 
Prolifération 
Prolifération 
Prolifération 
Prolifération 
Erosion 


OEdéme 


LEs1ons 


simple 

avec dégénérescence 
avec dégénérescence 
avec nécrose 


intra-mésoblastique 


Suffusion hémorragique 
Réaction fibroblastique 
Réaction histiocytaire 
Réaction leucocytaire 


Prolifération 


Prolifération 


vasculaire 


ballonnisante 
oxyphile 
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Tasreau I]. — Lésions histologiques provoquées par V’inoculation de 
la M.C.A. avec des solutions aqueuses diverses de pH et de 
A cryoscopique variables. 


! et ! 1 ! 
Délais Nombre 
, { i a Lésions DI Lésions MILésions 
Solutions inoculées ! eee! 4 oe ! ectoblastiques mésoblastiques !entoblase 
! fl ! 1 'tiques 
pe a eT ! ! 1 ! 
! t ! 1 ! 
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! ! t { ! 
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B= 0,56 U Boi hk ! P , Pim t Py 11 
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tonicité décroissante |! ! i J i 
et de pH 6,6 es | o 8 eo } | ! 
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; : : } ~ 
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ey Y ! L ! 2 oat - ! 
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A =-0 1 72h Sie femsGre) Enis edb PE haath Mal bk ae: 
{ ° { as 
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Tampon au citrate  ! ! i 0 ! a 
nH 4,4-A=-0,291 7h tf 38 ! P a4 Pa wees i 
<= A=-0,05! 72h : 3 : ‘ 1a: ! 
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pH 5,9 - M=--0,64! 72h 1 5S 1 Py Pdby PnE, Pim Shao 
! ! ! : 
1 ! St 
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= A=-0,0! 7h 1! 3 P : : } 
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Total des.H.C.Aelsseeeeeeeey 105 ' ! 


(*) Tampons phosphatés, citratés et boratés selon Sérenscn. 


Tasreau II]. — Lésions histologiques causées par des ‘solutions 
d’antibiotiques et de bactériostatiques divers. 
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TaBieau IV. — Lésions histologiques causées par l’inoculation d’un 
liquide de phlycténe provenant d’une brdalure récente et des 
broyats de carcasses de souriceaux. 
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Le tableau IV montre que le dépdt sur Ja M. C. A. de produits 
organiques stériles suffit A déterminer une réaction des feuillets 
et peut, éventuellement, étre rendue responsable d’une proliféra- 
tion ectoblastique avec dégénérescence ballonnisante. 


Que peut-on retenir de cette expérimentation ? Nous ne cherche- 
rons pas a sérier les réactions respectives des trois feuillets et 
a tenter de rapporter chacune d’entre elles a tel ou tel agent 
agresseur, mais plutot a tirer des observations générales des 
lésions relevées au cours de notre étude. 

Un fait frappe d’emblée : l’inconstance des lésions obtenues sur 
des ceufs traités de maniére rigoureusement similaire par un méme 
expérimentateur ; ceci ressort clairement des tableaux résumant 
notre expérimentation et nous a beaucoup inquiétés. Il y a la 
cependant un fait indéniable qui a surpris également Wyler et 
van Tongeren. 

Mais la notion de beaucoup la plus importante est celle d’acuité 
des potentialités réactionnelles de la M. C. A. : hormis le dépdt 
de sérum physiologique parfaitement isotonique sur les mem- 
branes, il n’est guére d’expérience au cours de laquelle au moins 
un des trois feuillets n’ait réagi. Ces trois feuillets seront, dans 
la majorité des cas, altérés de maniére paralléle, l’entoblaste s’avé- 
rant toutefois le moins sensible. Il pourra cependant y avoir pré- 
éminence tantot des lésions ectoblastiques, tantot des lésions méso- 
blastiques. 

Il est d’ailleurs curieux de constater que l’ectoblaste et le 
mésoblaste de la M. C. A., destinés de par leur situation extra- 
embryonnaire A rester quiescents et 4 assurer (tout au moins a la 
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période qui nous intéresse de l’incubation) des fonctions respira- 
toires, sont susceptibles de manifester les mémes aptitudes que 
Pectoderme et le mésoderme embryonnaires. 

Comme l’ectoderme embryonnaire, lVectoblaste de la M. C. A. 
sera susceptible de subir une pluristratification, d’ébaucher une 
kératinisation et méme de bourgeonner dans le mésenchyme sous- 
jacent. 

De méme le mésenchyme de la M. C. A. connaitra toutes les 
attitudes fonctionnelles du mésenchyme intra-embryonnaire, avec 
ses potentialités vasculo-formatrices et de genése fibroblastique et 
histiocytaire (au sens le plus large du terme). Nous verrons d’ail- 
leurs ultérieurement que ces lésions ecto-mésoblastiques seront 
susceptibles d’étre reproduites par des virus comme le virus vario- 
lique, mais que ces derniers détermineront en outre l’apparition de 
réactions inflammatoires aigués avec énorme afflux de polynu- 
cléaires éosinophiles. 

Un point assez curieux sur lequel nous voudrions également 
insister est la modalité de la morphogénése réactionnelle ecto- 
blastique et mésoblastique. Comme nous l’avons dit plus haut, les 
agressions les plus variées aboutissent A des perfectionnements 
structuraux des trois feuillets de la M. C. A. Il y a la un véritable 
phénoméne d’induction qui portera tantot sur une plage étendue 
de la membrane, tantdt en un ou une série de points précis de cette 
membrane. Alors que rien ne prédispose dans les conditions phy- 
siologiques la M. CO. A. a édifier un mésenchyme orienté ou un 
ectoblaste a plusieurs strates susceptible de proliférer en profon- 
deur, ces flexions morphologiques ont pu étre artificiellement 
induites. En fait, elles sont restées assez désordonnées et n’ont 
jamais abouti a l’édification d’organes réels comportant un équi- 
libre ectoblaste-mésenchyme harmonieux. 

En définitive, il parait utile pour le chercheur qui utilise la 
M.C.A. de bien connaitre ses aptitudes réactionnelles en face 
d’agressions de tous ordres, et de pratiquer les inoculations de 
ces membranes avec un maximum de précautions, de maniére a ne 
pas attribuer faussement a un virus la production d’images dont 
il n’est en rien responsable. 


RESUME. 


L’interprétation des lésions microscopiques observées sur une 
membrane chorio-allantoide imoculée avec un virus doit tenir 
compte de la possibilité de lésions non spécifiques sur lesquelles 
divers auteurs viennent encore d’attirer l’attention. Pour en faci- 
liter l'étude dans le présent travail, ces lésions non spécifiques 
ont été intentionnellement reproduites en exagérant les divers trau- 
matismes auxquels la membrane est exposée au cours des manipu- 
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lations et en éprouvant divers excipients utilisés pour les suspen- 
sions virulentes. 

Les aspects histopathologiques obtenus pour chacun des feuillets 
ectoblastique, mésoblastique et entoblastique sont décrits succes- 
sivement avec des documents iconographiques a l’appui. Il n’appa- 
rait pas de corrélation entre la nature du traumatisme et le mode 
de réaction. La réponse & un méme stimulus n’est pas obligatoire- 
ment identique. La M.C. A. se comporte comme un tissu extré- 
mement réactionnel, donnant des images allant d'une hyperplasie 
modérée et limitée a l’ectoblaste jusqu’a des remaniements impor- 
tants des trois assises avec une prolifération ectoblastique accom- 
pagnée ou non de dégénérescence oxyphile, ballonnisante, nécro- 
tique, tandis que le mésoblaste présentera des lésions cedémateuses, 
histiocytaires, polynucléées, l’entoblaste réactionnel se bornant 
a une simple prolifération. De telles images peuvent préter 
a confusion avec celles provoquées par des inoculations de M. C. A. 
avec des virus et en particulier avec le virus variolique. 


SUMMARY 


HISTOPATHOLOGICAL ASPECTS OF CHORIO-ALLANTOIC MEMBRANES 
SUBJECTED TO EXPERIMENTAL NON-VIRAL STRESSES. 


Different authors pointed out that non specific alterations may 
appear on virus inoculated C. A. M. The existence of these alte- 
rations must be kept in mind, when interpreting the histopatho- 
logical changes observed on theses C. A. M. 

In order to study more easily the non specific lesions, the 
authors experimentally induced them, exaggerating the various 
traumas to which the C. A. M. is subjected during the experiments, 
and testing the various excipients of virus suspensions. They 
describe the histopathological changes of the three layers (ecto- 
blastic, mesoblastic and entoblastic) and present photomicrographs 
supporting their findings. 

There is no relationship between the nature of the trauma and 
that of the reaction. The response to a given stimulus is not 
always identical. C.A.M. behaves like a very reactive tissue : 
the changes observed range from a moderate hyperplasia, limited 
to ectoblast, to deep alterations of the three layers, accompanied 
or not by necrotic, bullous, oxyphilic proliferation ; the mesoblast 
may present cedematous, hemorragic, vascular lesions, fibroblastic, 
histiocytic, polymorphonuclear reactions, the entoblast showing 
only a mere proliferation. 

Such pictures may be mistaken for virus induced alterations, 
particularly variola wheals. 
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PLANCHE VI 


Fic. 10. — Préparation 6591 B. M.C. A. prélevée 4 la trente-sixitme heure. La 

membrane coquilliére a été traumatisée par de multiples impacts de foret. Fixation 

Bouin-Hollande. Coloration hémalun-éosine. x 100. Prolifération ectoblastique avec 

quelques petits foyers de nécrose. L’ectoblaste bourgeonne en outre en profondeur 

et étale ses éléments cellulaires en arc de cercle (coupole dans l’espace). Le méso- 

blaste réagit par une prolifération fibroblastique orientée, un afflux histiocytaire 
et des néoformations capillaires. 


Fic. 11. — Méme préparation. x 100. Autre aspect du bourgeonnement ectoblas- 
tique profond, toujours ordonnancé en arc de cercle, mais naissant cette fois-ci 
dune invagination ectoblastique marginale. Fibroblastes orientés, 


histiocytes, 
capillaires néoformés sont également visibles ici. 
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PLANCHE VII 


Fic. 12. — Préparation 5892 B. M.C. A. inoculée d’une solution & 100 meg de 

streptomycine et prélevée a la soixante-douzitéme heure. Fixation Bouin-Hollande, 

~ 100. Imprégnation argcntique (Wilder). Prolifération ectoblaslique avec dégé- 

nérescence ballonnisante et petits foyers de nécrose. L’ectoblaste pousse en profon- 

deur de longs bourgeonnements, tandis que le mésoblaste réagit en édifiant une 
trame précollagéne orientée. 


Hic. 135. — Méme préparation. Coloration hémalun-éosine. x 100. Aspect de bour- 

geonnement prefond ectoblastique qui pousse jusqu’au voisinage de lentoblaste 

(repli entoblastique a droite du cliché). Réaction mésoblastique de type fibroblas- 
lique surtout, avee néoformations capillaires. 
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PLANCHE VIII 


Fic. 14. — Préparation 6536 B. M.C. A. prélevée 4 la seiziéme heure apres trau- 

matismes multiples de la membrane coquilliére, trouée au foret en de nombreux 

points. Fixation Bouin-Hollande. Coloration hémalun-éosine. 100. Sur ce préle- 

vement précoce on note essentiellement des suffusions hémorragigues de surface, 

une réaction fibroblastique orientée et des capillaires néoformés disposés en arc 
de cercle. 


Fie. 15. — Préparation 6446 B. M.C. A. prélevée a la trente-sixitme heure aprés 

dépét en surface d’huile de vaseline. Fixation Bouin-Hollande. Coloration hémalun- 

éosine. x 250. Dans cette membrane la réaction a été surtout mésoblastique. 

Lectoblaste restait sensiblement normal, tandis qu’au niveau du mésoblaste on 

notait une réaction fibroblastique, de petites suffusions hémorragiques, certaines 

faisant Vobjet d'une reprise histiocytaire, et surtout de belles images de néofor 
mations capillaires ayee pointes d’accroissement. 
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Fic. 16. — Préparation 6583 B. M. C. A. prélevée immédiatement apres des trau- 
matismes multiples de la coquille provoqués par le foret. Fixation Bouin-Hollande. 
Coloration hémalun-éosine. x 100. La membrane, d’épaisseur normale, présente 
de multiples suffusions hémorragiques de surface et des effractions ectoblastiques. 
Fic. 17. — Préparation 6537 B. M. C. A. prélevée dix-huit heures aprés avoir été 
manipulée dans des conditions aussi correctes que possible. Fixation Bouin- 
Hollande. Coloration hémalun-éosine. x 100. Sur Vétendue de cette membrane, 
normale par ailleurs, a élé notée cette suffusion hémorragique interstitielle, sans 
allération de Vectoblaste sus-jacent. Les autres M. C. A. du méme Jot expérimental 
étaient normales. 
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PLANCHE X 


Fic. 18. — Préparation 6205 B. M.C. A. prélevée soixante-douze heures aprés une 

pulvérisation avec des débris de coquille. Fixation Bouin-Hollande. Coloration 

hémalun-éosine. x 100. La M. C. A. est trés épaissie (membrane d’épaisseur normale 

en haut et A gauche du cliché). Ectoblaste et entoblaste sont normaux. Réaction 

vive du mésoblaste, de type histio-fibroblastique, ayec nombreux plasmodes géants 
renfermant dcs débris de coquille. 


Fic. 19. — Préparation 6204B. M.C. A. prélevée a la soixante-douzitéme heure 

apres inoculation d’une solution tampon phosphaté (pH 6,6, A = 0.15). Fixation 

Bouin-Hollande. Coloration hémalun-éosine. x 100. Mésenchyme cedématié avec 

afflux leuco-histiocytaire. Prolifération de Ventoblaste qui devient ici pluri-stratifié 
et présente méme des reléyements pseudo-villeux. 
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LES GROUPES SANGUINS DES CHEVAUX 
ETUDE COMPARATIVE DES SERUMS DE REFERENCE. 


par M™e L. PODLIACHOUK, Z. SIRBU (*), M. KOWNACKI 
et D. SZENIAWSKA (**) (#**) 


(Centre d’Etude des Groupes Sanguins des Animauz, 
Institut Pasteur, Paris) 


Depuis le début du siécle, de nombreux travaux ont été consacrés 
a l’étude des groupes sanguins des chevaux. 

Klein (1902), Weszeczky (1920), Panisset et Verge (1922) ont 
observé l’existence des isoagglutinines chez les chevaux, 

Hirszfeld et Przesmycki (1923) ont individualisé trois groupes 
sanguins A, B et O; Dujarric de la Riviére et Kossovitch (1927), 
a examen de 105 animaux, ont isolé quatre groupes sanguins 
basés sur la présence ou l’absence de deux antigénes A et B. 

Depuis, un grand nombre d’auteurs {2, 7] ont tenlé de classer 
les chevaux selon le méme schéma, mais un pourcentage élevé 
des réactions observées est resté inexpliqué. 

Schermer et coll. (1934) ont admis l’existence de deux facteurs 
principaux A et B et de quatre facteurs secondaires C, D, E et F. 

Lehnert (1939) a effectué une étude étendue a l’aide d’isoimmun- 
sérums ; il a considéré que les deux antigénes principaux A et B 
comprenaient des récepteurs partiels : A six récepteurs et B pro- 
bablement quatre. Plus tard (1949), il admit l’existence de trois 
autres facteurs décelables par hémolyse, ainsi qu'un agglutino- 
gene X. 

Chary (1950) a essayé de classer les chevaux en postulant |’exis- 
tence de deux facteurs principaux, A et B, et de 14 antigénes 
secondaires. Balakrishnan (1953) [cité par Franks] a préparé un 
isoimmunsérum mais n’a pu déterminer le nombre d’anticorps 
contenu dans ces sérum. Matsumoto et Watanabe (1953) ont isolé 
(de quatre isoimmunsérums) 9 agglutinines correspondant aux 
9 antigénes désignés par des lettres A a I. 


(*) Institut de Pathologie et Hygiéne Animale a Bucarest (Roumanie). 
(**) Institut d’Elevage Expérimental de l’Académie des Sciences de 


Pologne. 
(***) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 février 1960. 
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Etant donné qu’a l’époque on ne disposait pas encore des 
moyens de conservation utilisés actuellement, nous croyons qu’il 
n’est pas resté de sérums de référence correspondant aux travaux 
cités ci-dessus. Seul, a notre connaissance, Lehnert en a conserve, 
dont il a fait parvenir quelques échantillons en 1952 au Centre 
d’Etude des Groupes Sanguins des Animaux. 


A. Eyquem (1950) a repris la question en s’adressant aux sérums 
de chevaux utilisés pour la sérothérapie, c’est-a-dire anti-bacté- 
riens ou anti-toxiques. Les épreuves d’agglutination croisée avaient 
rendu difficile l’individualisation des différents antigénes en cause. 

Celle-ci présentait, & lépoque, une importance pratique pour 
le choix des chevaux dont le sang était destiné au traitement par 
exsanguino-transfusion chez le muleton. Ceci légitime la recherche 
des interrelations sérologiques entre les espéces parentales et cet 
hybride. Les relations sérologiques entre ces trois types d’ani- 
maux avaient déja fait objet des observations de Landsteiner et 
Van der Scheer, mais elles ne constituaient qu’une indication. 


Tenant compte de ces données, a l'Institut Pasteur, Eyquem 
et Podliachouk {3}, dans le Service de R. Dujarric de la Riviere, 
ont pratiqué une premiére étude systématique du sérum de 
65 mulets et de 9 anes en effectuant une absorption de différents 
échantillons de sérum par les globules rouges de différents mulets. 
Ils ont été particuliérement aidés dans ce travail grace a la pré- 
sence fortuite, dans le sérum de certains Anes et mulets, des agglu- 
tinines actives sur certains antigénes érythrocytaires du cheval. 
C’est de ce point de départ qu’ils ont réalisé lVidentification des 
différents antigénes érythrocytaires équins et asins. 

Ils ont pu conclure que les isoagglutinines naturelles existent 
chez 15 a 380 p. 100 des chevaux, soit isolément, soit en associa- 
tion ; elles sont actives sous forme complete vis-a-vis des globules 
rouges mis en suspension dans l’eau physiologique ; elles sont de 
faible titre (1/4 4 1/16) le plus souvent. EHes peuvent étre conser- 
vée 4 — 20° pendant de nombreuses années (sept ans d’aprés 
nos observations). Elles peuvent étre desséchées a froid bien que 
la lyophilisation diminue légérement leur titre. Il faut souligner 
que certaines isoagglutinines n’ont été rencontrées qu’une seule 
fois (anti-E, anti-J), alors que d’autres sont fréquemment iden- 
tifiées (anti-A). 

L’étude d’environ 2000 équidés a permis d’individualiser 
douze antigénes érythrocytaires désignés par les lettres A a L. 
Onze de ces antigénes existent chez le cheval et un seul, B, chez 
l’ane ; tous peuvent se rencontrer chez le mulet. Cette étude séro- 
logique, suivie d’une étude génétique vérifiée par une critique 
mathématique, a permis a Podliachouk [6, 7] d’émettre une hypo- 
thése selon laquelle : 1° chaque antigéne est déterminé par un 
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couple d’alléles avec dominance de la présence sur V’absence ; 
2° la population des chevaux se trouve dans un état d’ équilibre 
panmictique. Les résultats de étude mathématique ne sont pas 
en contradiction avec cette hypothése. 

Sirbu et Popovici {8], en 1958, ont individualisé a l’examen de 
986 chevaux deux antigénes érythrocytaires : A et B, Adams [4], 
a la méme époque, a isolé dans le sérum des chevaux deux iso- 
agglutinines naturelles, anti-l et anti-II. Franks [4] a isolé 7 anti- 
corps, soit chez des juments ayant mis bas des poulains atteints 
de maladie hémolytique, soit chez des chevaux isoimmunisés. II 
a désigné ces immunanticorps par anti-l, 2, 4, 5, 6, 7, 8. 

Woyciechowska, Kownacki et Szeniawska [9] ont isolé de leur 
cété cing anticorps anti-l, 2, 3, 4, 5, en isoimmunisant les chevaux. 

Wroblewski et coll. [40], en immunisant des chevaux par voie 
intraveineuse, ont isolé trois anticorps, anti-A, B, C, actifs (par 
la réaction d’hémolyse) vis-’-vis des antigénes érythrocytaires 
équins. Comme complément ils ont utilisé le sérum de lapin 
préalablement absorbé. 

De ce bref apercu historique, il résulte que chaque chercheur 
a créé sa nomenclature personnelle, ce qui n’était pas génant tant 
que le nombre d’antigénes ne dépassait pas deux. Mais, a présent, 
le nombre des différents sérums de référence isolés par divers 
groupes de chercheurs dépassant la dizaine, l’unification de la 
nomenclature des antigénes érythrocytaires des chevaux devient 
indispensable. Ce probléme est plus facile 4 résoudre actuellement 
grace 4 la généralisation de la méthode de dessiccation a froid. 

Derniérement, certains chercheurs ont envoyé au Centre d’ Etude 
des Groupes Sanguins des Animaux a l'Institut Pasteur, leurs 
sérums de référence en demandant de les comparer avec les 
agelutinines isolées par Podliachouk. Ainsi, différents échantillons 
de sérums isolés par des voies différentes provenant de cing pays 
d’Europe se sont trouvés réunis a l'Institut Pasteur. Ceci a permis 
leur comparaison avec les sérums de l'Institut Pasteur et en méme 
lemps une comparaison entre eux. De plus, les sérums de |’Ins- 
titut Pasteur ont été adressés a certains de ces chercheurs. 


SERUMS DE REFERENCE EXAMINES, 


1° Lehnert (Institut National de Bactériologie Vétérinaire 
4 Stockholm) a fait parvenir en 1952 ses sérums de référence isolés 
pendant les années 1935-1948. Ces échantillons avaient été en 
partie lyophilisés, ce qui nous a permis de les conserver et inclure 
dans cette étude comparative. 

2° Sirbu (Institut de Pathologie et Hygiéne Animale a Bucarest), 
6 sérums de référence : anti-A, B, C, D, E, F. Tous ces anticorps 
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sont des isoagglutinines naturelles titrant de 1/2 a 1/64 (sous forme 
complete). 

3° Woyciechowska, Kownacki et Szeniawska (Ecole Supérieure 
d’Agronomie A Varsovie et Institut d’Elevage Expérimental de 
Académie des Sciences de Pologne), 5 sérums de référence : 
anti-l, 2, 3, 4, 5. Tous ces anticorps ont été obtenus par 1iso- 
immunisation de chevaux. ‘Les sérums sont agglutinants (sous 
forme compléte) titrant de 1/2 a 1/64. 

4° Franks (Equine Research Station, Newmarket, Suffolk, 
Grande-Bretagne, anciennement : University of Cambridge), 
7 sérums de référence : anti-l, 2, 4, 5, 6, 7, 8. Ces anticorps ont 
été isolés par isoimmunisation ou par isoimmunisation mater- 


Tanteau I. 


PODLIAC HOUK LEHNER? WOYC IEC HOWS KA FRANKS 
KOWNAC KT 


epee rece SZENIAWSKA 


GRANDE- 
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anti-I 
anti-2 
anti-5 
anti-7 
anti-8 
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nelle. Les sérums sont actifs sous forme incomplete, seuls, anti-4 
et lanti-6 sont actifs sous forme complete. 


Une confrontation de tous ces sérums de référence avec les 
scrums de |’Institut Pasteur et une étude comparative entre eux 
ont été effectuées sur plusieurs séries d’échantillons globulaires 
de chevaux, provenant de l’Annexe de 1’ Institut Pasteur a Garches 
(au total de 60 4 100 échantillons). 

Les résultats de cette étude sont présentés dans le tableau I. 

L’agelutinine anti-A est isolée par les cing chercheurs. 

Lehnert a désigné ses isoimmunsérums par a, a, Oh diag Og 
a3, a, €t B, B,, Ba. 3 Bi 3° 

[I n’existait pas de différences dans l’activité des divers a ; tous 
se comportaient comme l’agglutinine anti-C (Institut Pasteur). De 
méme, les différents B sont identiques a l’anti-A (Institut Pasteur). 
Il est trés probable qu’au cours d’une longue conservation (huit 
ans) les faibles anticorps associés ont disparu et seuls sont restés 
les anticorps les plus actifs. 

Il ne faut pas oublier que J’anti-B (Institut Pasteur) détermine 
le facteur asin B qui n’existe pas dans la structure antigénique 
érythrocytaire équine. Ainsi fp et a de Lehnert correspondent 
a anti-A et anti-C qui déterminent les facteurs A et C, les plus 
fréquents chez les chevaux de France. 

Parmi les six sérums de référence de Sirbu, cing : anti-A, B, 
E, C, D, sont identiques 4 anti-A, C, D, H, J de |’Institut Pasteur. 
Seul, Vanti-F était imactif vis-a-vis des échantillons globulaires 
examinés. 

Parmi les cing sérums de référence isolés par l’équipe de 
Pologne, trois ont pu étre identifiés : anti-1, 2, 3 sont identiques 
a anti-A, E, H de I’Institut Pasteur. L’anti-4 s’est révélé identique 
a Vanti-4 de Franks. 

Parmi les sept sérums de référence de Franks, cing sont aclifs 
sous forme incomplete. L’anti-6 (sous forme complete) est iden- 
tique a l’anti-A de |’Institut Pasteur. L’anti-4 (sous forme complete) 
de Franks est identique a l’anti-4 de Pologne. Pour les autres 
sérums, nous n’avons pas trouvé de sérums correspondants. 


DISCUSSION ET CONCLUSION. 


Cette confrontation des sérums de référence décelant les anti- 
genes de groupes sanguins des chevaux, isolés par différentes 
voies et provenant de cinq pays d’Europe, a permis d établir 
Videntité de certains d’entre eux. 

Certains anticorps obtenus par isoimmunisation ou isolés de 
eas d’isoimmunisation maternelle peuvent étre identiques aux 1S0- 
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hémagglutinines naturelles, surtout a VPantrA ; Visoagglutinine 
naturelle anti-A est la plus fréquente. Parmi Jes animaux appar- 
tenant au groupe sanguin A négatif (ne contenant pas dans leur 
structure anligénique le facteur A), la grande majorité possédent 
dans leur sérum une isoagglutinine naturelle anti-A d’un titre qui 
varie de 1/2 a 1/64. Sirbu l’a isolée également du sérum de neuf 
juments isoimmunisées : son titre variait de 1/64 a 1/512. Podlia- 
chouk a isolé du sérum d’un cheval isoimmunisé a maintes 
reprises un anti-A titrant 1/2 000. Trois des cing sérums de juments 
pouliniéres isoimmunisées (envoyés par Bruner a I’Institut Pas- 
teur) contenaient |’immunanti-A titrant 1/32, 1/128 et 1/512. 

Le nombre de facteurs érythrocytaires équins individualisés 
a laide d’isoagelutinines naturelles (sous forme compléte) ne 
parait pas étre trés élevé. Sirbu, en a isolé six ; Podliachouk et 


Eyquem onze, dont cing sont identiques & cing isoagglutinines de 
Sirbu. 


Les anlicorps isolés par isoimmunisalion ou des cas d’iso- 
immunisation maternelle different en général des isoagglutinines 
naturelles. 


Une premicre comparaison effectuée, en 1953, par Podliachouk 
et Eyquem n’avait pas permis d’établir la correspondance entre 
les isoagglutinines naturelles et anticorps existant dans le sérum 
(adressé par R. Coombs) de 6 juments ayant eu des poulains 
ictériques. Des cas d’isoimmunisation maternelle, Sirbu a isolé 
des anticorps inconnus jusqu’a présent dans le sérum des chevaux 
normaux. ‘Les s¢rums (sous forme incompléte) isolés par Franks 
sont capables de déceler d’autres antigénes que ceux découverts 
a Vaide d’isoagglutinines naturelles (sous forme complete). 


Nous espérons que ce travail de confrontation des sérums de 
référence d’origines diverses contribuera a la clarification du 
probléme et conduira a l’unification de nomenclature de facteurs 
érythrocytaires équins. 


RitsuMeE. 


Une étude comparative de sérums de référence décelant les 
antigénes des groupes sanguins de chevaux, isolés par voies diffé- 
rentes dans cing pays d’Europe, a permis de constater que : 


; 1° le nombre d’isoagglutinines naturelles équines ne parait pas 
étre trés élevé ; 


2° les agelutinines isolées par isoimmunisation ou isoimmuni- 
sation maternelle different en général des isoagglutinines natu- 
relles. 
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SUMMARY 


Bioop GROUPS IN HORSES. 
COMPARATIVE STUDIES OF STANDARD SERA. 


A comparative study of standard sera used for the demons- 
tration of blood group antigens in horses and provided from 
different countries of Europe, shows that : 


1, The number of equine iso-agelutinins does not seem to be 
very high. 

2. The agglutinins demonstrated by iso-immunisation or by 
iso-immunisation of the mother, are generally different from the 
natural iso-agelutinins. 


* 
xx 


Nous tenons A remercier vivement M. Nicol, Directeur de 
Annexe de |’Institut Pasteur a Garches, les docteurs vétérinaires 
Girard, Corvazier et Cheyroux, qui ont bien voulu nous fournir 
les échantillons de sang des chevaux. 
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DEGRADATION BACTERIENNE 
DES HYDROCARBURES PARAFFINIQUES. 


Il. DETERMINATION DES PRODUITS INTERMEDIAIRES PAR LA METHODE 
DES ADAPTATIONS SIMULTANEES (°). 


par E. AZOULAY et J.-C. SENEZ (**). 


(Centre National de la Recherche Scientifique, 
C. RS. I. M., Marseille). 


On a décrit, dans une publication antérieure [41], l’isolement et 
les caractéres principaux de plusieurs souches de Pseudomonas 
aeruginosa capables de dégrader les paraffines aliphatiques de C, 
a C,, et on a signalé ailleurs [2] que, dans les cultures d’une de 
ces bactéries sur n-heptane, s’accumulent de l’acide heptanoique 
et d'autres acides gras de poids moléculaires inférieurs. 

L’analyse des produits formés dans les cultures n’avait cepen- 
dant pas permis de préciser de facon plus complete le processus 
métabolique et, en particulier, de déterminer si la dégradation de 
acide gras correspondant 4 la paraffine initiale se poursuit par 
décarboxylations successives ou par f-oxydation. Pour résoudre 
ce probleme, on a eu recours a la méthode des adaptations simul- 
tanées de Stanier [3], dont application au métabolisme bactérien 
des hydrocarbures avait fourni a d’autres auteurs des résultats en 
partie contradictoires. Treceani et coll. [4] ont conclu, en effet, 
a l’existence d’un double mécanisme de f-oxydation et de décar- 
boxylations en bout de chaine, tandis que Thijsse et van der 
Linden [5] estiment qu’il s’agit exclusivement d’une f-oxydation. 
En opérant dans des conditions ot. toute adaptation secondaire 
des bactérics est inhibée par le chloramphénicol, nous avons 
obtenu des résultats plus démonstratifs, qui apportent une réponse 
concluante en faveur d’une f-oxydation, tout au moins pour la 
série des acides gras supérieurs 4 C,. Nos observations four- 
nissent en outre des indications sur les précurseurs des acides 
gras et sur la cinétique de l’adaptation bactérienne aux hydrocar- 
bures et a leurs produits intermédiaires. 


(*) Ce travail a bénéficié d’une subvention de la Société Francaise 
dese Pétroless Bak: 


(**) Manuscrit recu le 28 janvier 1960. 
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MATERIEL ET METHODES. 


1° OrcanismME. — La bactérie étudiée est une souche de Pseudomonas 
aeruginosa (Sol 20)) dont les caractéres morphologiques et physiolo- 
giques ont été décrits ailleurs [4]. 


2° CULTURES BACTERIENNES. — La souche, conservée depuis son isole- 
ment sur milieu minéral d’Imelick [6] additionné de pétrole brut, 
a été repiquée dans des fioles A toxine de 1 1 contenant 50 ml de la 
méme base minérale (pH 7,1) et l’un des substrats suivants : n-hexane 
n-heptane, 4 ml ; n-octane, 3 ml ; paraffines de poids moléculaires plus 
élevés, 2 ml ; alcool 1-heptylique, 3 ml; aldéhyde heptylique, 0,5 ml. 
Dans les cultures témoins, ces substrats étaient remplacés par 0,3 p. 100 
de glucose ou d’extrait de levure (Difco). Les cultures ont été incubées 
a + 32°C, sous agitation vigoureuse, de facon 4 assurer une aérobiose 
optima. 

Aprés sept 4 huit repiquages sur chacun des milieux précédents, on 
a obtenu des cultures rapides et abondantes. Les bactéries ont été 
récoltées par centrifugation au bout de dix-huit heures environ d’incu- 
bation, lavées dans une solution de NaCl a 0,8 p. 100 et remises en 
suspension dans du tampon phosphate 0,05 M (pH 7,1). 


3° Mesures pD’activir&. — L’activité des suspensions bactériennes a été 
déterminée par la méthode de Warburg, en mesurant la consommation 
d’oxygéne dans les conditions générales suivantes 

Température, 37° C ; phase gazeuse, air ; volume total, 3 ml; pH 7,1 
(tampon phosphate 0,05 M) ; bactéries, 1 4 2 mg (poids sec) ; substrat, 
0,2 ml; CO2 absorbé par 0,1 ml de KOH a 40 p. 100 dans le puits 
central des coupes manométriques. 

Pour étudier les adaptations simultanées, on a systématiquement 
opéré en introduisant dans les systémes 50 yg/ml de chloramphénicol, 
de facon 4 supprimer toute biosynthése secondaire d’enzymes adaptatifs. 

Les activités (— Qos), corrigées par soustraction de la respiration 
endogéne, sont exprimées en yl d’O2 consommés par heure et par milli- 
gramme (poids sec) de bactéries. Au cours des premiéres expériences 
pratiquées avec des suspensions non-proliférantes de bactéries cultivées 
sur hydrocarbures, on a relevé une forte consommation d’oxygéne dans 
les systémes-témoins ne contenant pas de substrat. Cette respiration 
« endogéne » était en réalité due a l’oxydation par les cellules d’une 
certaine quantité d’hydrocarbure fixé sur les corps bactériens et ne 
pouvant étre éliminée, méme par lavages répétés. Pour pallier cet incon- 
vénient, les quantités d’hydrocarbures introduites dans les cultures 
ont été choisies comme indiqué plus haut, de telle facon que, compte 
tenu de la volatilité des substrats et de leur évaporation pendant 
l’incubation, elles soient suffisantes pour assurer de bonnes croissances 
bactériennes, tout en étant pratiquement épuisées au moment ow les 
cellules sont récoltées. On obtient ainsi des suspensions non-prolifé- 
rantes dont la respiration endogéne est faible (— Qoz < 10) et toujours 
trés inférieure aux activités enzymatiques relevées. 
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Les densités bactériennes ont été déterminées par opacimétrie 4 
450 my, en se référant 4 une courbe d’étalonnage. 


4° Propurrs uTmisés. — Les hydrocarbures sont des produits A. P. L., 
Phillips ou Eastman-Kodak, de pureté égale ou supérieure 4 99,8 p. 100 
et dont les impuretés sont surtout constituées par des homologues 
supérieurs ou inférieurs. Les acides gras sont des produits commer- 
ciaux (Prolabo) A 88 p. 100 de pureté. 

Le chloramphénicol nous a été gracieusement procuré par les Labo- 
ratoires Roussel. 


RESULTATS. 


1° CINETIOUE DE L’ADAPTATION AUX HYDROCARBURES ET AUX ACIDES 
Gras. — Les résultats rapportés sur le tableau I montrent que les 
bactéries cullivées sur milieu glucosé n’utilisent pas immédia- 
tement le n-heptane ni |’acide heptanoique, mais s’adaptent 4 ces 
eubstrats et acquicrent a leur égard des activités sensiblement du 
méme ordre qu’a l’égard du glucose lui-méme. On voit, d’autre 
part, que ces adaptations sont complétement supprimées par le 
chloramphénicol a la concentration employée (50 pg/ml). 


Tanteau 1. — Adaptation des bactéries cultivées sur milieu glucosé 
(durée totale des expériences : sept heures). 


73 
10 


bactéries seules (respiration endogéne) 
glucose 

n-heptane 

n-heptane + chloramphénicol 
n-heptanoate 

n-heptanoate + chloramphénicol 


n-hexadécane 


n-hexadécane + chloramphénicol 


Les suspensions non proliférantes de bactéries cultivées sur 
glucose sont, par contre, incapables de s’adapter au n-hexadécane, 
méme lorsque l’expérience est prolongée pendant sept heures. 

La cinétique de ]’adaptation au n-heptane et a l’acide hepta- 
noique a été analysée en relevant graphiquement, en fonction du 
temps, les tangenles des courbes manométriques directes. On 
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constate ainsi (fig. 1) que les bactéries cultivées sur glucose 
s'adaptent trés rapidement a l’acide heptanoique. La consomma- 
tion d’oxygéne commence en effet a s’accroitre cinq minutes 
environ aprés |’introduction du substrat dans les systémes, et 
Vactivité atteint son maximum au bout de quarante minutes. Dans 
le cas du n-heptane, par contre, l’activité ne commence A se mani- 
fester qu’aprés trente minutes et n’atteint son maximum qu’aprés 
deux cent vingt-cing minutes environ. En d’autres termes, Vadap- 
tation & Vhydrocarbure comporte une phase de latence et une 


4 2 3 
temps (heures) 


Fic, 1. — Cinétique de l’adaptation au n-heptane ef a V’acide heptanoique. Taux 
d’activité déterminés d’aprés les tangentes des courbes manométriques direcctes : 
1) acide heptanoique ; 2) n-heptane. 


durée sensiblement six fois plus longues que l’adaptation a l’acide 
gras correspondant. L’addition d’une source minérale d’azote, 
sous forme d'une faible concentration (10-*M) de chlorure 
d’ammonium, n’abrége pas les phases de latence et d’adaptation 
a Vhydrocarbure ni a l’acide. 


Les bactéries cultivées sur extrait de levure, comme celles déve- 
loppées en milieu glucosé, ne commencent a s’adapter au n-heptane 
qu’aprés une longue période de latence (trente 4 soixante minutes), 
mais, a partir de ce moment, leur activité atteint presque immé- 
diatement sa valeur maxima. 


2° ADAPTATIONS SIMULTANEES DES BACTERIES CULTIVEES SUR HYDRO- 
cARBURES. — Le degré de dispersion des hydrocarbures dans les 
systemes manométriques n’a pas d’influence sur l’activité des 
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bactéries a leur égard. On reléve, en effet, les mémes valeurs de 
— Qo, lorsque l’hydrocarbure est introduit dans les coupes sans 
précaulion spéciale ou, au contraire, sous forme d'une émulsion 
tres fine et stable, obtenue par action des ultrasons (500 ke, cinq 
minutes). Il convient, a ce sujet, de souligner que la solubilité 
des paraffines inférieures A C,, n’est pas négligeable, puisqu’a 16° 
elle est de 130,8 mg par litre pour le n-hexane et encore de 15 mg 
par litre pour le n-octane. De ce fait, il est vraisemblable que les 
bactéries utilisent exclusivement les molécules d’hydrocarbure 
dissoutes et que celles-ci diffusent assez rapidement dans la phase 


bacterienne 
er 


4 
) 
— 
9) 
Cc 
& 3 
mo} 
ac 
rs Z 
10 20 30 40 
temps (heures) 
Fic. 2. — Courbes semi-logarithmiques de croissance relevées dans les conditions 


suivantes : 1) culture en tube d’Eldrege, la base minérale ensemencée étant placée 
dans un des compartiments et I’hydrocarbure (n-heptane) dans l’autre ; 2) culture- 
témoin contenant le n-heptane en suspension dans le milieu. 


aqueuse pour que l’activilé maxima des organismes soit assuree 
dans tous les cas. 

Cette interprétation concorde avec les résultats d’expériences de 
croissance réalisées dans des tubes d’Eldrege, dont l’un des 
compartiments contenait Vinoculum et la base minérale, tandis 
que lautre contenait du n-heptane. La courbe de croissance 
obtenue ainsi (fig. 2) est identique a celle d’un témoin ot Vhydro- 
carbure était placé directement dans le milieu de culture. Cette 
observation montre que les bactéries sont capables d’utiliser pour 
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leur croissance les vapeurs de n-heptane dissoutes dans la phase 
aqueuse et que celles-ci assurent le méme taux de croissance que 
lorsque le milieu contient en plus de l’hydrocarbure en suspen- 
sion. 

Les bactéries cultivées sur un hydrocarbure donné sont spécl- 
fiquement adaptées a celui-ci et ne le sont pas a l’égard des paraf- 
fines de poids moléculaires supérieurs ou inférieurs. Cette spéci- 
ficité risque d’étre masquée par le fait que les échantillons 
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Fic. 3. — Activité des bactéries cultivées sur n-octane & l’égard de cet hydrocarbure 


et de ses homologues supérieurs et inférieurs. Composition des systtmes mano- 
métriques : 1) n-octane ; 2) n-heptane ; 3) n-décane ; 4) n-hexadécane ; 5) respira- 
tion endogéne. 


d’hydrocarbures les plus purs contiennent néanmoins une cer- 
taine proportion d’homologues supérieurs et inférieurs. Lors- 
qu’une suspension de bactéries cultivées sur n-octane est mise en 
présence de n-octane, de n-décane, de n-heptane et de n-hexa- 
décane, on observe d’abord (fig. 3) une consommation immeédiate 
d’oxygéne a partir de tous ces substrats. Mais, si l’expérience est 
poursuivie pendant un temps suffisant, on constate que la consom- 
mation d’O, se ralentit progressivement et finit par s’annuler dans 
tous les systemes, sauf dans celui contenant le n-octane. Ce 
comportement montre que les activités initiales en présence des 
autres hydrocarbures s’exercent en réalité aux dépens de faibles 
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quantités de n-octane et s’arrétent lorsque cette impureté est 
épuisce. 

Il résulte des données expérimentales rapportées sur le tableau I 
que les bactéries adaptées 4 un hydrocarbure impair (n-heptane) 
sont simultanément adaptées a lacide gras correspondant et 
a acide valérianique (C;), mais ne sont pas adaptées aux acides 
pairs en C, et en C,. D’autre part, les bactéries cultivées sur un 
hydrocarbure pair sont simultanément adaptées a l’acide corres- 
pondant et aux acides inférieurs de la série paire, mais ne le sont 
pas aux acides impairs. 


Tastzau Il. — Adaptations simultanées, a l’égard des acides gras, 
des bactéries cultivées sur hydrocarbures. 


Substrats Activités (-Q0>) des cellules cultivées sur: . 


n-hexane | n-heptane n- octane n-décane 
(Cg) (C2). (Cg) (Cy) 
163 1 88 


hydrocarbure correspondant 
acide octanoique 

acide heptanoique 

acide caproique 

acide valérianique 

acide butyrique 

acide propionique 

acide acétique 


acide formique 


3° ADAPTATIONS SIMULTANEES DES BACTERIES CULTIVEES SUR MONO- 
ALCOOL PRIMAIRE ET SUR ALDEHYDE. — Les bactéries cultivées sur 
n-heptane sont simultanément adaptées au 1-heptanol et a l’aldéhyde 
heptylique (tableau III). Par contre, les bactéries cultivées sur 
alcool sont simultanément adaptées a laldéhyde et a V’acide gras, 
mais ne le sont pas a V’hydrocarbure, et celles cultivées sur 
Valdéhyde ‘sont simultanément adaptées a Vacide mais non 
’ l’hydrocarbure ni a l’alcool primaire. I] convient enfin de sou- 
ligner que les bactéries adaptées aux substrats précédents ne 
sont pas adaptées au diacide correspondant, c’est-a-dire a l’acide 
pimélique. 
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Tastrau Il. — Adaptations simultanées des bactéries cultivées sur 
hydrocarbures, sur alcool et sur aldéhyde. 


Substrats Activités (-Qo,) des cellules cultivées sur: 


n-heptane | alcool heptylique | aldéhyde 
heptylique, 
n-heptane 
alcool heptylique 
aldéhyde heptylique 
acide octanoique 
acide heptanoique 
acide hexanoique 
acide valé rianique 
acide butyrique 
acide propionique 
acide acétique 


acide pimélique 


Discussion. 


Nos observations démontrent que la dégradation des paraffines 
aliphatiques par Vorganisme étudié est un processus adaptatif, 
inhibé par le chloramphénicol et, de ce fait, manifestement hé 
a des biosynthéses protéiques, mais ne permettent pas de préciser 
la nature fonctionnelle des protéines dont la biosynthése est induite 
et, en particulier, de déterminer s'il s’agit d’enzymes cataboliques, 
de perméases ou d’autres facteurs. Elles ne permettent pas, non 
plus, de préciser la raison pour laquelle les biosynthéses adapta- 
tives induites par Vhydrocarbure sont considérablement plus 
rapides lorsque les bactéries ont été cultivées sur extrait de levure. 
Il est possible que les cellules développées sur ce substrat accu- 
mulent des amino-acides ou un autre précurseur, mais cette hypo- 
these n’a encore recu aucune vérification expérimentale. 

Une particularité remarquable de l’adaptation aux hydrocar- 
bures est l’incapacité des suspensions non proliférantes a s’adapter 
aux paraffines supérieures et, notamment, i l’hexadécane, bien 
que la bactérie puisse se développer de facgon profuse sur ces 
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substrats. Ce comportement peut étre da a ce que les hydrocar- 
bures supérieurs 4 C,, sont métabolisés par des systemes enzyma- 
tiques tout a fait différents, ou encore a ce que, étant insolubles, 
ces substrats ne peuvent pénétrer dans la cellule et y induire les 
biosynthéses adaptatives qu’aprés une mutation faisant acquérir 
a la cellule un facteur indispensable de solubilisation. 


L’étude des adaptations simultanées confirme certaines de nos 
observations antérieures sur les étapes intermédiaires de la dégra- 
dation des hydrocarbures. Elle montre, en particulier, que la 
molécule est oxydée sur un seul de ses groupements méthyle ter- 
minaux, par un processus conduisant a l’acide gras correspon- 
dant, dont nous avions déja mis en évidence l’accumulation dans 
les cultures de la méme bactérie sur n-heptane {2]. Par contre, le 
fait que les bactéries adaptées a Vhydrocarbure, a l’alcool, 
a l’aldéhyde ou & Vacide gras ne sont pas adaptées au diacide 
correspondant élimine l’hypothése, d’abord envisagée, d’un autre 
processus d’oxydation, portant 4 la fois sur les deux extrémités 
de la chaine carbonée. Les traces d’acide succinique trouvées 
dans les cultures sur n-heptane peuvent étre des artéfacts ou pro- 
venir d’un métabolisme secondaire. Il est, en effet, possible que 
du succinate soit formé par carboxylation du propionyl-coenzyme A, 
suivant un processus analogue a celui signalé par Flavin et 
Ochoa [7] dans les tissus animaux et par Martin et Batt [8] chez 
Nocardia opaca. 


La formation de Vacide gras correspondant a l’hydrocarbure 
initial a été également constatée par Harris [9] avec un Micro- 
coccus, par Thijsse et van der Linden [5] avec une autre souche 
de Ps. aeruginosa, et par Stewart, Kallio et coll. [410] dans le cas 
de Voxydation du n-hexadécane par un coccus Gram-négatif. De 
ce fait, Poxydation asymétrique des hydrocarbures, sur un seul 
de leurs atomes de carbone terminaux, parait étre un processus 
trés général pour la dégradation de ces composés par les micro- 
organismes. 


L’analyse des produits formés dans les cultures ne nous avait 
par permis de préciser de facon certaine si, au-dela de l’acide 
gras correspondant 4 la paraffine, la dégradation se poursuit 
par a- ou par f-oxydation. La technique de chromatographie 
employée pour identifier les acides gras ne donnait pas, en effet, 
une bonne séparation des acides supérieurs et ne permettait pas 
de déterminer si, parmi Jes produits formés a partir du n-heptane, 
Vacide hexanoique était présent ou absent. ‘L’hypothése d’une 
g-oxydalion, c’est-a-dire d’un processus de décarboxylations suc- 
cessives, avait cependant été retenue a cause de la présence 
certaine d’acides gras inférieurs appartenant a la série paire et, 
notamment, d’acide butyrique (C,). En réalité, les expériences 
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d’adaptation indiquent de fagon trés démonstrative que la dégra- 
dation s’effectue exclusivement par f-oxydation pour les acides 
Supérieurs 4 C,, mais que, pour les acides inférieurs, le méta- 
bolisme est plus complexe. Les bactéries cultivées sur n-heptane 
sont en effet plus actives a l’égard de l’acide butyrique (C,) qu’a 
égard de ses homologues impairs valérianique (C,) et surtout 
propionique (C,). De méme, on a constaté que les bactéries adap- 
tées A un hydrocarbure pur (n-octane) sont simultanément adaptées 
a l’acide butyrique (C,) et a l’acide propionique (C,). 


D’aprés Treccani et coll. [4], les bactéries cultivées sur un hydro- 
carbure pair sont adaptées non seulement a l’acide gras corres- 
pondant, mais encore a ses homologues supérieur et inférieur de 
la série impaire et, de ce fait, il existerait un double processus 
d’a- et de B-oxydation. Thijsse et van der Linden [5] ont fait des 
observations similaires et signalé que les bactéries cultivées sur 
n-hexane sont adaptées non seulement a l’acide hexanoique mais 
encore aux acides gras en C, et, moins activement, en C,. Ces 
auteurs se fondent cependant sur les activités relatives des bac- 
téries & l’égard des acides pairs et impairs pour conclure a une 
p-oxydation. En fait, les expériences d’ot ont été tirées ces conclu- 
sions contradictoires ne sont pas démonstratives, du fait que la 
technique employée pour les mesures d’activité n’excluait pas la 
possibilité d’adaptations secondaires des bactéries en cours 
d’essai. Ce point est d’autant plus important que, comme nous 
l’avons constaté, Vadaptation aux acides gras est rapide et que 
la breve phase de latence 4 l’égard d’un acide gras essayé peut 
étre masquée par une activité initiale aux dépens des traces 
d’homologues supérieurs et inférieurs habituellement présents dans 
les échantillons commerciaux d’acides gras supérieurs. Par la 
technique que nous avons employée, c’est-i-dire en inhibant toute 
adaptation secondaire par le chloramphénicol, il est manifeste 
que les bactéries adaptées au n-heptane ne sont adaptées ni 
a l’acide octanoique (C,) ni a l’acide hexanoique (C,). 


Le fait que les acides butyrique et propionique sont attaqués 
indifféremment par les bactéries cultivées sur hydrocarbures pairs 
et impairs peut s’expliquer en considérant que ces acides gras 
inférieurs, qui sont déja trés éloignés du substrat initial, ne font 
pas partie de la chaine de dégradation directe des hydrocarbures 
mais appartiennent, comme l’ont d’ailleurs suggéré Thijsse et van 
der Linden [5] 4 d’autres métabolismes. 


Les adaptations simultanées permettent enfin de considérer que 
les intermédiaires entre Ja paraffine initiale et acide gras corres- 
pondant comprennent successivement le mono-alcool primaire et 
laldéhyde, étapes en faveur desquelles Thijsse et van der Linden 
ont obtenu des faits expérimentaux concordant avec les ndtres. 
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On est ainsi conduit A proposer, pour la dégradation bacté- 
rienne des paraffines aliphatiques, le schéma suivant : 


hydrocarbure —> alcool primaire —> aldéhyde 
—> acide gras —> (f-oxydation) 


Baptist et Coon [44] ont récemment proposé le méme schéma 
pour l’oxydation du n-octane par une bactérie du sol, en se basant 
sur le fait que les extraits acellulaires de cet organisme cultivé 
sur Vhydrocarbure contiennent une n-octanol déshydrogénase, 
couplée aux pyridine-nucléotides, et sont capables d’oxyder 
Paldéhyde n-octylique. 

Le mono-alcool primaire, qui est la premiere étape métabo- 
lique mise en évidence par les adaptations simultanées, est en 
réalité précédé par un ou plusieurs autres intermédiaires. Nous 
avons signalé dans une note antérieure [42] que les extraits acellu- 
laires de Ps. aeruginosa cultivé sur n-heptane réduisent anaéro- 
biquement la pyocyanine aux dépens de cet hydrocarbure. Les 
extraits sont également capables de réduire, dans les mémes condi- 
lions, le diphospho-pyridine nucléotide (DDN). Ces réactions, qui 
feront Vobjet d’un mémoire détaillé, indiquent que l’attaque 
initiale de Vhydrocarbure consiste dans une déshydrogénation, 
dont le produit doit précéder la formation de l’alcool. 

Nos expériences ne permettent pas de préciser si les alcools, 
aldéhydes et acides produits au cours du métabolisme étudié le 
sont sous forme libre ou sous une forme activée qui, dans le cas 
des acides, serait trés vraisemblablement celle d’acyl-coenzyme A. 
Stewart et Kallio [43] ont récemment montré qu’une partie au 
moins de lacide gras et de l’alcool produits par leur organisme 
a partir des paraffines supérieures est combinée sous forme 
d’esters insolubles. Cette possibilité n’a pas été vérifiée analyti- 
quement dans le cas de notre souche bactérienne, mais elle est 
cependant peu vraisemblable du fait que nous n’avons pas cons- 
taté de produits insolubles dans les cultures sur hydrocarbures 
inférieurs 4 C,,. Il convient d’ailleurs de souligner que Stewart 
et Kallio [43] n’ont pas observé non plus la formation d’esters au 
cours de la dégradation des paraffines légéres et, notamment, 
du n-décane. 


R&SUME ET CONCLUSIONS. 


1° La dégradation des paraffines aliphatiques par. Pseudomonas 
aeruginosa (souche Sol 20) est un processus adaptatif, qui est 
inhibé par le chloramphénicol. La cinétique de l’adaptation aux 
hydrocarbures et aux acides gras correspondants a été étudiée. 


2° Les adaptations simultanées indiquent que les étapes inter- 
médiaires du métabolisme des hydrocarbures comprennent  suc- 
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cessivement le mono-alcool primaire, l’aldéhyde et l’acide eras 
correspondants, puis se poursuit, dans la série des acides gras 
supérieurs a C,, par un processus de p-oxydation. Les diacides ne 
participent pas a cette chaine métabolique. 


SUMMARY 


BactTEeRIAL DEGRADATION OF PARAFFINIGC HYDROCARBONS. 
II. Nature oF INTERMEDIARY PRODUCTS AS SHOWN BY THE SIMUL- 
TANEOUS ADAPTATION METHOD. 


1. The degradation of aliphatic paraffins by Pseudomonas aeru- 
ginosa (strain Sol 20) is an adaptive process and is inhibited by 
chloramphenicol. The kinetics of the adaptation to hydrocarbons 
and corresponding fatty acids have been studied. 


2. Simultaneous adaptations show that the intermediary steps 
of hydrocarbon metabolism successively include the corresponding 
primary alcohol, aldehyde and fatty acid, and then a f-oxidation 
process for the fatty acids higher than C,. Dicarboxylic acids do 
not participate in the pathway. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA SENSIBILITE 
DE DIVERSES LIGNEES DE SOURIS 
A L’INOCULATION DE SALMONELLA TYPHI 


par E. SACQUET (*) 


(Centre de Sélection des Animaux de Laboratoire, C.N.R.S., 
Gif-sur-Yvette {S.-et-O.}). 


Landy, Gaines et Sprinz [8] ont attiré l’attention sur l’intérét 
que présente l’inoculation intracérébrale de S. typhi a la souris. 
Aprés avoir rappelé les critiques adressées 4 la méthode de l’ino- 
culation intrapéritonéale, méthode qui emploie, soit des doses 
énormes, soit ’adjonction de mucine a l’inoculum, ces auteurs ont 
mis en évidence les faits suivants : 


1° Il est possible de créer chez la souris une infection mortelle 
a Vaide d’une petite dose, en utilisant la voie intracérébrale. 

2° Il existe, entre les différentes lignées et stocks de souris, des 
différences considérables de sensibilité ; la lignée BALB/C est la 
plus sensible, puisqu’un imoculum de 380 a 50000 cellules de la 
souche Ty2 tue 99,6 p. 100 de ces sujets, moins de 200 cellules 
de la souche Ty2 en tuent 15 sur 19, les résultats devenant trés 
irréguliers avec les doses inférieures a 200 bactéries. 

3° Il existe une corrélation trés nette entre la mortalité des souris 
et la multiplication des cellules bactériennes inoculées, en sorte 
que ce test est un test de virulence. 


4° Enfin, comme chez la souris inoculée par la vole intrapérito- 
néale, c’est l’antigéne Vi qui joue le role dominant dans la protec- 
tion de la souris inoculée par la voie intracérébrale. 

La conclusion générale de ces auteurs est que l inoculation intra- 
cérébrale permet une appréciation plus exacte de l’immunité que 
Vinoculation intrapéritonéale. 

Etant donné importance que ces faits peuvent représenter pour 
étude expérimentale de la fiévre typhoide et en particulier pour 
le titrage des vaccins, il nous a semblé utile d’étudier le compor- 
tement de diverses lignées de souris a l’égard de l’inoculation 
intracérébrale et de Vinoculation intrapéritonéale de S. typhi. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 février 1960. 
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MirHobDEs. 


A Vinstar de Landy et de ses collaborateurs, nous avons utilisé la 
souche Ty2 de S. typhi. Les suspensions méres ont été préparées par 
le laboratoire de M. Le Minor, de l'Institut Pasteur, de Paris. Le nombre 
de bactéries a été apprécié par titrage au néphélométre, et par ensemen- 
cement de dilutions en gélose nutritive, avant et aprés les inoculations. 

Nous avons utilisé les lignées consanguines de souris suivantes : 

Af, obtenues de l'Institut Gustave-Roussy, Villejuif, en 1956 et ori- 
ginaires du Netherlands Cancer Institute, Amsterdam. 

BALB/C et C3H/eb, obtenues du Jackson Memorial Institute, Bar 
Harbor, en 1957. 

C57 leaden, obtenue de Rockland Farms en 1956. 

CFT et CFW, obtenues de Carworth Farms, New-City, N. Y., en 1956. 

SWISS et R.A. P., obtenues de Rocklands Farms, New-City, N. Y., 
en 1956. 

Les quatre premiéres races sont des lignées élevées en consanguinité 
depuis un nombre considérable de générations. Les quatre suivantes 
ne sont élevées en consanguinité que depuis leur arrivée 4 Gif et ne 
comptent que quelques générations d’« in-breeding ». 

Les inoculations intrapéritonéales ont été effectuées en deux séries, 
les souris Swiss étant utilisées dans chacune de ces deux séries et servant 
de sujets de référence. Les sujets étaient agés de 30 + 2 jours au moment 
de linoculation. Ils ont été observés pendant quelques jours jusqu’a 
arrét de la mortalité. Les inoculations intracérébrales aux doses allant 
de 5 4 5000 bactéries ont été également faites en deux séries. Quand il 
est apparu que les résultats obtenus ne répondaient pas a notre attente, 
une préparation de Ty2 a été lyophilisée et a servi aux diverses inocula- 
tions qui ont permis de compléter les premiers résultats. L’age des 
sujets inoculés a varié de 4 4 7 semaines. Ils ont été observés pendant 
quinze jours. La technique d’inoculation intracérébrale que nous avons 
utilisée, différe de celle de Landy. Au lieu d’inoculer au niveau du 
foramen magnum, nous avons préféré la méthode classiquement 
employée en France, qui consiste a inoculer en un point situé 4 environ 
un millimétre de la ligne médiane et en arriére de la ligne joignant 
les angles postérieurs des yeux. Nous avons vérifié que cette modifica- 
tion technique ne changeait pas les résultats, en utilisant parallélement 
les deux méthodes, sur un nombre considérable de sujets. Le volume 
de linoculation a été de 1/40 ml. 

L’interprétation statistique des résultats a été faite en utilisant la 
méthode de Bonét-Maury, Jude et Servant. 


I. — R&SULTATS DES INOCULATIONS INTRAPERITONEALES. 


Ces résultats sont exprimés par le tableau I, qui indique le 
nombre de morts par rapport au nombre d’inoculés, la DL50, les 
limites de confiance de la DL50, et par la figure 1 qui représente 
ces derniéres valeurs. Pour des raisons de clarté, nous n’avons 
pas fait figurer les courbes doses-réponses dans cette figure. 
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TaBLeau I. 


ne Ter test : 2eme test : 
: Lignées : SWISS : CFL-: GFW : RAP ; 0571: SWISS: C3H : BALB/C: Af : 
: poids moy-: : =. 3 E : : : ; 
: “Fraiméay 19,6 + 18,6 + 1787: @b2 pi6,2 «tore tye sees 
: Doses $ t t : : : : : : 
: en Hy H : 3 tee: : : ; ; 
: millions : z E : 4 : : : : 
: ; t ; : t : t : A t t 
: 4,00 d I6/16 : 15/15: 9/10: 9/9 +: II/Il : 15/16 : 44: 16/16 : I0fto: 
Se ee eee 

: : : : : : 3 : : 
: 200 : 14/15 : 15/15 : IX/II : 10/10 : II/II : 14/15 : IA/TA « I4/16 : IO/IO 

3 H H i t 3 iH H 

i H i H H H : i 2 

: z : Hy : ! 3 : : 
: I00 ‘ 9/15: 14/15: 9/10: 8/10: 12/12: 6/16 : I4/I4 : 13/16 +: 10/10 
H : H ¢ H Hi ti s $. | ees 
t : : : t : : 
: 3 t : : : 

: : : : 

t t 3 t : : 
:  DLS50 2 95 ¢ NGO Y BF ek ee eT) “Seay tees ensoer nee 
a H H 2 $ 3 = H = : G 
: : : : 3 t : = : : 

Limites + ates Ce BERG SG Ge 6 IE ES oe Tepe SS 
3) Timites< “5. 168'e) Ga AES 5 ABes grate = Pe Ge ame a 
50 
27 95 


PCS He Uae 


30 75 


C2 rpE ea 


ee sf Pa ee ey 
LO N25 T4680 25° 30) 35) 40 59 60 70 80 90100 120 140 
millions Ty 2 


Ries le 


Il apparait trés nettement que : 
1° Les souris C3H, Af et CFW sont plus sensibles que les Swiss, 
RAP et CFI. Les souris CFW sont couramment utilisées anx Etats- 
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Unis pour ces tests, alors que les souris utilisées en France sont 
vraisemblablement des souris Swiss, moins sensibles. 
_ &° Les souris C57 leaden et BALB/C occupent une position 
intermédiaire entre ces deux groupes. 

3° Les DL50 les plus éloignées sont 27 et 95, ce qui donne un 
rapport de 1 a 3. 


II. — Ré&suLtrats DES INOCULATIONS INTRACEREBRALES. 


Le tableau IT indique la mortalité observée a la suite d’inocula- 
lions allant de 5 a 50 000 cellules bactériennes de la souche Ty2. 
Ce tableau appelle les commentaires suivants : 
1° Il existe de trés grosses différences de sensibilité entre les 
diverses lignées de souris : les Swiss, les RAP, les C571 sont 
résistantes ; les Af/A, les C3H, les CFI, les BALB/C sont plus 
sensibles. 
TasieaAu II. 
: t 


Doses : SWISS ¢ CFI : CFW =: RAP : C571: C3H :BALB/C: Af ¢ 
: H H : 1s H : H : 


; 5 3 0/29: O/f3: 0/18: O/f0: O/fh: 1/12: oOft2: Oo/10: 
: H H 3 H H Hi i i t 
: t : 3 : : : : 3 8 

50 : 0/25: O/12: O/I7: O/19 : O/f2: 3/11: 0/23: O/10: 


z : z 5 i $ 


3 : : $ t ¢ 5 $ z : 
500 : 2/26: O/II: O/15 : 2/19: O/10: 2/10: 3/22: I/10: 


. : 


5.000 +: 1/39: 4/th: 3/18: 2/19: 0/13 s W/L: 6/22 :-4/t0: 
: : 


t i : i : : : 2 z 


1 9 : : ? tT : : 3 3 
¢ 50.000 : I/I,h: 12/16: 5/16: 2/24: I/1l : Ufl4: 27/50: 4/15 : 
: : 3 Hi 3 3 Hi t i : 

: : t t 3 3 t 
DL50 50,000: 15.0003)50.0002950. 0003>50.000s I.400 : 35.000: 6,000: 


Sa a ak ee ae 


: Timites +; : 30.000: aoe : 5.600 : 59.500: 21.000: 
? : : 3 : 3 3 t 3 3 
Limites - : : 7.5003 i z t 350: 20,600: 1.700: 


i 3 t t z : z 


2° Pour ces derniéres, nous avons calculé une DL50. Les courbes 
doses-réponses de la figure 2 invitent 4 beaucoup de prudence dans 
l’évaluation des résultats. Si l’on considére, par exemple, les points 
obtenus avec les C3H, on s’apercoit que ces points ne sont pas net- 
tement en ligne droite. Les points correspondant aux doses les plus 
faibles en particulier, sont nettement erratiques. II est certain que 
Vinoculation intracérébrale est une méthode sujette a des erreurs, 
étant donné le faible volume de l’inoculum. Cependant, si lon 
consideére les résultats obtenus avec les doses 5, 50 et 500 chez les 
C3H, 500, 5 000 et 50 000 chez les RAP et chez les Swiss, on est 
en droit de douter que Vhétérogénéité des résultats s’explique par 
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des variations du volume de ]’inoculum. Ces réserves faites, les 
faits suivants apparaissent : 

Les C3H sont significativement plus sensibles que les CFI et 
les BALB/C ; les Af occupent une position intermédiaire entre ces 
deux groupes, dont elles ne peuvent étre différenciées. 

Avec une autre souche de S. typhi, la souche 59506, récemment 


MORTALITE 


30 50 100 500 


5.000 50. 
NOMBRE de BACTERIES INOCULEES 


Fic. 2. 


isolée d’un cas clinique, nous avons obtenu, en utilisant des doses 
variant de 50000 a 25000 cellules : 

38/70, soit 54 p. 100 chez les BALB/C, c’est-a-dire le méme 
pourcentage qu’avec Tye ; 

70/95, soit 73,6 p. 100 chez les C3H. 

Ces chiffres confirment que les C3H sont significativement plus 
sensibles que les BALB/C, mais suggérent aussi que la DL50 
réelle chez les C3H est plus proche de la limite supérieure que de 
la limite inférieure. 

3° Landy et ses collaborateurs ont comparé 17 lignées de souris 
en les inoculant avec une dose unique de l’ordre de 30 000 a 50 000 
bactéries de la souche Ty2. Les résultats que nous obtenons avec 
les souris C3H, A, CFW, les seules que nous puissions comparer, 
sont du méme ordre de grandeur que ceux observés par Landy. 
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Par contre, les résultats obtenus avec les BALB/C différent trés 
nettement : pour Landy, la DL50 est inférieure A 200; pour nous, 
elle est de lordre de 35 000, soit cent soixante-quinze fois plus. I 
nest pas vraisemblable que ces différences proviennent de la 
souche Ty2 que nous avons utilisée : Landy a obtenu des résul- 
tats comparables a ceux obtenus avec la souche Ty2 en utilisant 
d’autres souches de S. typhi possédant les antigénes O et Vi. De 
méme avec deux souches virulentes possédant les antigénes O 
et Vi et récemment isolées de cas cliniques, les résultats obtenus 
avec nos BALB/C n’en différent pas moins de ceux obtenus par 
Landy (tableau III). 


Tasieau III. 


PAIB/C GIF | BALB/C LANDY t 

: Souches | 5 Souche 

Doses : Doses 
Tyo : T85 : 59.506 : Tyo 

Fs : an ae cl ae : : 
50: 0/23 : : 200 ; résultats irréguliers: 
: : ? : » = 

: 500: B22) a: 079 : HI 200 : 15/19 
t : : 4 HI . : 2 
5.000 +: 6/22: 2/9 : 2.000 ¢ 20/20 t 
: : : : il : : 
225.2 50.000 : 27/52 : 7/9 : 38/75 125 & 50.000 ¢ 226/227 : 
: . . . | . : 


I] convient de remarquer que la plus grande partie des sujets 
qui, inoculés avec les plus fortes doses, survivent jusqu’au quin- 
ziéme jour, sont cependant malades dés le deuxiéme ou troisiéme 
jour aprés linoculation, et sont en état de mis¢re physiologique 
a la fin de l’expérience. 

Diverses hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer les 
différences de résultats obtenus avec des souris portant la méme 
étiquette mais se trouvant dans des laboratoires différents : diffé- 
rence dans l’alimentation, les conditions de milieu, association 
avec certains microbes latents, ou variation de la constitution 
génétique. Nous ignorons évidemment lesquels de ces facteurs ont 
influencé la sensibilité de nos BALB/C. Toujours est-il que si la 
méthode de l’inoculation intracérébrale est retenue pour évaluer 
la virulence des souches de S. typhi, ou la valeur immunisante 
d’un vaccin ou d’un sérum, il faudra faire preuve de beaucoup 
de circonspection dans le choix des souris a utiliser. Par la méthode 
classique de l’inoculation intrapéritonéale, les variations extrémes 
de la DL50 d’une souche a lautre ont été de 1 a 3. 

Ces variations sont beaucoup plus importantes quand on utilise 
la voie intracérébrale : de 1 4 175 entre les BALB/C de Landy et 
les ndtres ; inconnues, mais plus de mille fois supérieures entre 
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nos C3H et nos Swiss. Enfin, il faudrait en outre tenir compte du 
fait que, non seulement les diverses lignées de souris varient quant 
a leur sensibilité A un agent infectant, mais aussi quant 4 leur 
aptitude a s’immuniser a l’égard de cet agent, ainsi que l’ont mis 
en évidence Fink et Quinn [4], pour le pneumocoque et Ipsen [2] 
pour la toxine tétanique. 


CONCLUSION. 


La sensibilité de diverses lignées de souris a ]’inoculation intra- 
péritonéale et a l’inoculation intracérébrale de la souche Ty2 de 
S. typhi a été étudiée. L’inoculation par la voie intracérébrale 
a permis de mettre en évidence des différences beaucoup plus 
grandes entre les diverses lignées de souris que ne le permet |’ino- 
culation par la voile intrapéritonéale. Nous n’avons pas retrouvé 
chez nos BALB/C l’extréme sensibilité observée par Landy et ses 
collaborateurs avec des souris de cette souche. Ceci pose une fois 
de plus le difficile probleme de la standardisation des lignées 
d’animaux de laboratoire. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE SUSCEPTIBILITY OF DIFFERENT LINES OF MICE 
to Salmonella typht EXPERIMENTAL INFECTION. 


Different lines of mice were intraperitoneally and intracerebrally 
inoculated with S. typhi strain Ty2. The intracerebral infection 
allows to demonstrate much greater differences of susceptibility 
between the lines than does intraperitoneal inoculation. 

The author did not notice the extreme susceptibility of the 
BALB/C line, described by Landy and coll. This proves the diffi- 
culty of standardization of laboratory animal lines. 
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APPLICATION DE LA METHODE 
DE NUMERATION CINETIQUE A LA CARACTERISATION 
DE QUELQUES GROUPEMENTS PHYSIOLOGIQUES 
DE MICROORGANISMES TELLURIQUES 


par Y. DOMMERGUES (*). 


(Office de la Recherche Scientifique 
et Technique Outre-Mer, Dakar) 


La méthode de numération cinétique mise au point en 1958 par 
Augier et Lavergne [2, 3] consiste essentiellement 4 substituer 
a l’estimation unique de la densité bactérienne effectuée aprés une 
période d’incubation fixe et arbitraire, une série d’estimations 
échelonnées dans le temps de facon a obtenir une courbe dite de 
numération cinélique. L’expérience montre que, pour la microflore 
totale, celte courbe peut souvent étre assimilée @ une droite dont 
la pente est fonction de la complexité de la composition spécifique 
de Ja microflore tellurique. 

I] nous a paru intéressant de rechercher si cette méthode était 
applicable a l'étude de groupements de microorganismes ne repré- 
sentant qu’une fraction de V’ensemble désigné sous le nom de 
« microflore totale ». 


I. — RAppPEL DE LA TECHNIOUE DE NUMERATION EN MILIEU LIQUIDE. 


a) Dilutions. — La premiére dilution au 1/10 est obtenue en agitant 
mécaniquement pendant une demi-heure, 10 g de sol en présence de 
90 ml d’une solution de pyrophosphate de sodium a 1 p. 1000. Les 
deuxiéme et troisiéme dilutions sont également faites au pyrophosphate 
de sodium mais les suivantes sont faites 4 l’eau distillée [2, 7]. 

Pour les différents groupements physiologiques étudiés ici, seule la 
premiére dilution est effectuée au 1/10 et les 15 dilutions suivantes le 
sont au 1/4. 


b) Ensemencements. — A partir de chacune de ces 16 dilutions, 
on ensemence 12 tubes & raison de 1 ml par tube de 12 x 120 conte- 
nant 2 ou 3 ml de milieu suivant le cas. 


(*) Manuscrit recu le 25 janvier 1960. 
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c) Incubation et périodicité des lectures. — L’incubation est effectuée 
\ 30° G et les lectures sont faites les cinquiéme, sixiéme, septiéme, hui- 
time, dixiéme, douziéme, seiziéme, vingt et uniéme jours. Dans le cas 
de la carboxyméthylcellulolyse ces lectures sont reportées au sixiéme, 
septiéme, huitiéme, dixiéme, douziéme, seiziéme, vingt et unieme et 
trente-cinquiéme jour, en raison de la longueur un peu plus impor- 
tante de la période de latence. 


d) Estimation des densités bactériennes et établissement de la courbe 
de numération cinétique. — L’on désigne par le symbole Nmio, comme 
le proposent Augier et Lavergne, le niveau fertile moyen (mean fertile 
level des auteurs anglo-saxons) en Jogarithme A base 10 calculé a laide 
de la formule : 

Ah 
Nmio = ————— x 0,602 
12 


ou T représente le nombre total de tubes positifs comptés a partir de 
la dilution origine qui correspond ici 4 la premiére dilution, 

ou 0,602 est le logarithme de 4 (4 représentant le facteur de dilution), 
ot 12 est le nombre de tubes ensemencés par dilution. 

Les résultats sont ensuite transcrits sur deux axes de coordonnées 
perpendiculaires ot l’on porte en ordonnée les valeurs de Nm et en 
abscisse les valeurs inverses des temps d’incubation exprimés en jours. 
La courbe obtenue en joignant les points ainsi déterminés est dite 
courbe de numération cinétique, ou plus briévement, courbe cinétique. 
Lorsque la courbe a pu étre assimilée 4 une droite ou a des segments 
de droite, on a calculé les pentes 4 partir des équations correspondantes. 

Le logarithme de l’estimation de la densité se déduit de la valeur 
de Nmio a l’aide de la formule : 


log. N = Nmi — K 


K étant, dans les conditions expérimentales précisées ici, égal a 0,552 
d’aprés la table VIII2 de Fisher et Yates [8]. 


On a donné pour chaque analyse trois estimations de densité : 


1° L’estimation effectuée 4 la fin de Vincubation (trente-cinquiéme 
jour pour les germes CMC lytiques et vingt et uniéme jour pour les 
autres) a partir du chiffre brut résultant du comptage des tubes positifs 
a ce jour (valeur observée) ; 


2° L’estimation effectuée 4 la méme date 4 partir de l’équation de la 
droite 4 laquelle on a assimilé totalement, ou partiellement, la courbe 
cinétique (valeur calculée) ; 


3° L’estimation au temps d’incubation infini telle qu’elle est définie 
par Augier et Lavergne (valeur extrapolée). 


e) Nombre de répétitions. — Les figures 2 et 3 ont été établies a partir 
de numérations effectuées en double exemplaire, les figures 1, 4 et 5 2 
partir d’analyses faites en simple exemplaire. 
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II. — Sous Erupris. 


Les expériences ont porté systémaliquement sur quatre sols 
correspondant a des types pédologiques importants en Afrique 
Occidentale : 


1° Sol ferrugineux tropical non lessivé de Bambey. — Ce sol, 
dont le nom vernaculaire de Dior a été adopté par les pédo- 
logues [5], est, par excellence, un sol a arachide. L’échantillon 
étudié ici a été récolté au Centre de Recherches Agronomiques 
de Bambey sous la référence OR. 


2° Sol d’argile noire tropicale du Cap Vert. — Il s’agit d’un 
sol 4 hydromorphie partielle de surface liée A la roche mére qui 
appartient au groupe de sols bien connus sous le nom d’argiles 
noires tropicales [9]. L’échantillon étudié ici a été récolté a Pout 
sous la référence PT. 


3° Sol hydromorphe de bas-fond sur alluvions de Friaguibé. — 
Ce type de sol de bas-fond, réservé la plupart du temps en Guinée 
aux plantations bananiéres, est caractérisé par une hydromorphie 
quasi permanente [6]. L’échantillon étudié ici provient d’une plan- 
tation en parfait état située a Friaguibé, a proximité de Kindia 
(référence DL). 


4° Sol de mangrove. — Les sols de mangrove, bien représentés 
sur la cdte occidentale d'Afrique, sont caractérisés a4 la fois par 
leur hydromorphie et leur salinité excessive. L’échantillon étudié 
ici a été récolté en bordure de la Casamance, 4 Ziguinchor, sous 
la référence MG. 

On a effectué, accessoirement, quelques analyses dans les types 
de sols suivants : 

a) Sol ferrugineux tropical lessivé : sol de Patar (PR) ; 

b) Sol ferrugineux tropical lessivé 4 hydromorphie temporaire 
de profondeur : sol de Darou (DH) ; 

c) Sol trés faiblement ferrallitique : sol rouge de Darou (DR) ; 


d) Sol hydromorphe sur marno-calcaires, sous-groupe des sols 
Dek de Bambey (DK). 

Dans tous les cas, les échantillons ont subi, immédiatement 
apres la récolte, un séchage trés rapide dans un local aéré et 
a Vabri du soleil de facon a apporter le minimum de perturba- 
tions dans l’équilibre biologique. Toutefois, dans le cas de la 
mangrove, le séchage préalable, qui a été long (plus de quinze 
jours), a entrainé des modifications trés importantes dans la 
composition chimique et biologique de l’échantillon ; il est néces- 
saire de tenir compte de ce fait pour interpréter correctement les 
résultats relatifs 4 ce sol. 
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III. — AppiicaTion A L’ETUDE DE LA MICROFLORE 
INTERVENANT DANS LA DEGRADATION DE LA CARBOXYMETHYLCELLULOSE. 


La dégradation des carboxyméthyleelluloses dans le sol est 
d’autant plus rapide que leur degré de substitution est plus faible. 
Aussi a-t-on fait appel pour la préparation du milieu a une car- 
boxyméthylcellulose a degré de substitution assez faible (0,7) ; il 
s’agit du produit vendu sous le nom commercial de Blanose R 190, 
dont la teneur en matiére active est de 92 p. 100 (1). 


A. — Milieu de culture. 


Composition. — On fait fondre dans un grand ballon, en agitant 
constamment, le mélange suivant : 


Blanose eRe OO Mere aeraitsisas tantrum tietevtre aes 15 g 
Hair GiStilleesys wc ersseon tan rat cea teas cee ee 1000 ml 


Lorsque le Blanose est entiérement fondu, on obtient une solu- 
tion visqueuse a laquelle on ajoute dans l’ordre : 


Solution minérale de Winogradsky (2) .......... 30 ml 
Ect ata LG wih Orn el rscaye snsee ee ates cio Sarath Pee, som anc a svete = 30 ml 
Nitratesdtamumnoniumigere: +. scree eee iS: IL gg 
Carbonate de calcium précipité de Merck ......... lg 


La répartition est faite en tubes de 12 x 120 a la dose de 2 m 
par tube a l'aide d’une seringue de transfusion de 100 ml en 
prenant soin d’agiter sans cesse le milieu pour maintenir le carbo- 
nate de calcium en suspension. 


La stérilisation est obtenue par deux passages d’une demi-heure 
4 120° C a vingt-quatre heures d’intervalle. 


(1) Ces caractéristiques nous ont été aimablement communiquées par 
le fabricant (Ets Novacel, 6, rue Paul-Baudry, Paris-8°). 


(2) Composition de la solution minérale de Winogradsky 


Phosphate monopotassique ........----+ sess ee eeee eens 5 g 
Coils Gb) Tamer oeissogccjsnao soos odonoo come 2) 
Chiveruma CO opbitnen sdoduovsenoesaanacsngcetn pasar anos Panay. fee 
Sule TMOG GunoassagcavaonbococsocbasorboucodaaDn 0,05 ¢ 
Sultatem idem miameanesens s-yerssere <incierererevers/aieiencretaterelrvelefelsiorelons 0,05 g 
eu Gone, Gaon ardsooacaomenenoanccauasonogsdoabodeoT 1 000 ml 


On ajuste A pH 7,2 avec de la soude. 
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Lecture. — Sont positifs les tubes ot le carbonate de calcium, 
qui était maintenu en suspension dans le tiers inférieur du tube 
grace a la viscosité du milieu, s'est entiérement rassemblé au 
fond. Dans ces tubes, ot il y a eu CMClyse, le milieu qui était 
laiteux a la base devient transparent et fluide. 

Comme la microflore CMC lytique cultivée dans ces conditions 


™! 1G 2 10 8 7 6 & 


0,05 0/0 0,15 Vi 


Fic. 1. — Courbes de numération cinétique de la micoflore carboxyméthyl-cellulo- 

lytique pour quatre sols typiques de l’Ouest africain : sol ferrugineux tropical non 

lessivé (OR), sol d’argile noire tropicale (PT), sol hydromorphe de bas-fond sur 

alluvions (DL), sol de mangrove (MG). Les croix correspondent aux valeurs Nm,, 
observyées au trente-cinquieme jour. 


est caractérisée par une période de latence relativement longue, 
les premiéres lectures n’ont pas lieu avant le sixiéme jour. Elles 
se prolongent jusqu’au trente-cinquiéme jour. 


Bae estinaise 


Sur les quatre « courbes cinétiques » établies (fig. 1), deux seu- 
lement ont pu étre assimilées a des droites (sols PT et DL), les 
deux autres l’ont été a des lignes brisées composées chacune de 


| 
| 
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deux segments de droite 4 pentes parfois tres différentes. A l’excep- 
tion de la mangrove, les sols étudiés sont caractérisés par des 
pentes élevées, suggérant une grande richesse  spécifique. 
D’autre part, les estimations des densités mettent en évidence 
des variations trés importantes allant de 30000 (mangrove) 
a 2 330 000 germes (sol Dior). 


TV. — AppuiicaTION A L’ ETUDE 
DE LA MICROFLORE ANAEROBIE DU SOUFRE. 


L’évolution de l’activité de la microflore tellurique anaérobie 
sur les composés soufrés présente une intérét considérable dans 
certains types de sols tropicaux, ou les phénomeénes d’hydro- 
morphie entrainent un accroissement considérable du role de ce 
groupement physiologique. La formule de milieu adoptée ici est 
dérivée de celle de Barjac et Pochon [4], mais elle présente sur 
celte derniére l’avantage de ne nécessiter aucune désaération des 
tubes. 


A. — Milteu de culture. 


Composition : 
Gélatine, en poudrew asses cae cee Saat 35. og 
Albumime td ceuh ten poudreeraras see ele fe 
WeCy Sti she cucnctevsiet ecto ki ne uae es cee 0,56 ¢ 
@itraterde ter ammoniacallite. eee eee oe 0,5 g 
SoltitionasalinemsA a(S) rasscomces we te eet aie 60 ml 
Baie Cstillée acy ySs es wohk terete reece eee ikke 1000 ml 


La répartition est faite en tubes de 12 x 120, a raison de 3 ml 


par tube. 
er ; 
La stérilisation est obtenue par deux passages d’une demi-heure 


a 120° C, a vingt-quatre heures d’intervalle. 


Lecture. — Sont positifs les tubes présentant un noircissement 
caractéristique dd aux sulfures. 


(3) Solution saline A: 


Phosphate monopotassique .....-.+++sseee eee eet eens 
Phosphate disodique ..........eseer eee ee eee cree eens 
Sulfate de magnésiumM ..........- +. secre e seer t ee eeeee 
@hlorure des calcium (oj. oe ete ciel = eels lo aie eo 
Sulfate ferrique <2... 0.25. s serene cece neers sr eeemeers 
Sulfate de manganese ........----22eseeeee seer ce caees 
Molybdate de sodium ......--++-eeseeeeees eee ee trees 
Igy ObUUNKS) SocesantoncoocuoscoamopCon BOL e MOCO RO ODG 


= 
i 
3 09 09 99 08 09 09 09 


Cette solution est ajustée si nécessaire 4 pH 5,8-6,1. 
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B. — Résultats. 


Sur les quatre courbes, trois ont été assimilées a des droites 
(sols OR, DL, MG), la quatriéme a été décomposée en deux seg- 
ments de droite (fig. 2). 

Alors que la microflore CMC lytique est caractérisée par des 
pentes trés fortes, la microflore anaérobie du soufre présente des 
pentes plus faibles, indiquant une spécialisation poussée qui est 


remarquable notamment dans les sols 4 hydromorphie prononcée 
(PE MG. DL). 


Nir49 


th 


[P) 8 ve 6 s € 
3 ————S——— SS SSS 
glo ONS 0,20 /t 
Fic. 2. — Courbes de numération cinétique de la microflore anaérobie du soufre 


pour quatre sols typiques de l'Ouest africain. Les croix correspondent aux yaleurs 
de Nmyo observées au vingt et uniéme jour. 


V. 


APPLICATION A L’ ETUDE DE LA MICROFLORE 
METABOLISANT LES SELS ORGANIQUES DE FER. 


Le milieu au citrate ferrique ammoniacal décrit par Allen {4] 
permet de mettre en évidence la microflore métabolisant les sels 
organiques de fer (42), le fer passant, soit a l’état de composés 
formant une pellicule rouille flottant a la surface du milieu, sans 
qu’apparaisse ultérieurement une précipitation de ces composés, 
soit a l’état d’hydroxydes ferriques puis ferreux formant un pré- 


cipité brun, puis bleu verdatre s’accumulant au fond de chaque 
tube. 
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A. — Milieu de culture. 


Composition : 
pullfate dame Rita. es, 6 see aos 6d Govern 0,5 g 
Rabrate. dar soci, tas" 5. ae cwlesiaiy Gn earnne ale 0,5 g 
Phosphate bipotassique ss4. 54. 0.5-asc0ec0ne-: 0,5 g 
pullate “de -—OMiagnesiGM, ..55 6 ion eevee cone 0,5 g 
Ehiorure: dey calor fe on hs ada ard. anes 0,2 g 
Citrate ferrique-ammoniseal 400.265 oe 10 g 
DERI CHUN OF Sie Uae ponagrtie 6.9 dm ob. 1des HOw ei 1000 ml 


La répartition est faite en tubes de 12 x 120, a raison de 3 ml 
par tube. 


La stérilisation est obtenue par deux passages d’une demi-heure 
& 120° C, a vingt-quatre heures d’intervalle. 


Lecture. 


a) Microflore minéralisant le fer sans le précipiler. Sont posi- 
tifs les tubes présentant, en surface, une pellicule brillante, couleur 
rouille caractéristique. 

b) Microflore minéralisant et précipitant le fer. Sont positifs 
les tubes ott l’on observe une précipitation nettle du fer, que le 
précipité soit encore brun ou qu'il ait déja pris une teinte bleu 
verdatre. 


[hy = IES URIS. 


a) Microflore minéralisant le fer sans le précipiter (fig. 3). Deux 
des quatre sols étudiés sont caractérisés a la fois par une densité 
trés élevée et une pente trés faible, c’est-a-dire par une abondante 
microflore trés spécialisée. I] s’agit du sol ferrugineux tropical 
Dior d’une part (OR), du sol de mangrove d’autre part (MG). 
L’argile noire tropicale (PT) est aussi remarquable par sa pente 
faible, mais la densité bactérienne est beaucoup moins élevée. 
Enfin, le sol hydromorphe de bananeraie (DL) présente une courbe 
cinétique formée de deux segments de droite a pentes trés diffé- 
rentes. 

b) Microflore précipitant le fer organique (fig. 3, courbes de la 
partie inférieure du graphique). Les germes responsables de la 
précipitation du fer sont beaucoup moins nombreux que les germes 
appartenant au groupe précédent : leur densité s’exprime en mil- 
liers et non en centaines de mille ou en millions. Les deux échan- 
tillons les plus riches. (DL et MG) renferment respectivement 5 000 
et 2.000 germes au gramme (valeur observée au vingt et unieme 
jour). Leurs courbes cinétiques ne présentent aucun parallélisme 
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avec les courbes homologues correspondant aux numérations de 
germes minéralisant le fer sans le précipiter, ce qui tend 4 prouver 
que ces deux groupements physiologiques sont composés d’espéces 
distinctes. 


Nm 
8 
MG 
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0,05 0.10 0,15 0,20 Vt 


Fic. 3. — Courbes de numération cinétique de la microflore minéralisant le fer 

dans quatre sols typiques de !’Ouest africain. Les quatre courbes figurant dans la 

partie supérieure du graphique correspondent 4 la microflore minéralisant le fer 

sans le précipiter. Les deux courbes au bas du graphique sont relatives A la micro- 

flore minéralisant et précipitant le fer ; pour ce dernier groupement physiologique 

on n/a étudié que deux sols (DL et MG). Les croix correspondent aux yaleurs 
de Nmjp observées au vingt et uniéme jour. 


VI. — Forme DE LA COURBE DE NUMERATION CINETIOQUE. 


Sur les 14 courbes de numération cinétique (fig. 1, 2, 3) établies 
pour quatre groupements physiologiques différents, 10 peuvent 
étre considérées comme linéaires, Jes 4 autres étant assimilables 
a des lignes brisées constituées de deux segments A disposition 
convexe (exemple : fig. 1, courbe OR), ou concave (exemple : 
fig. 1, courbe MG). Notons 4 ce propos que pour obtenir des 
courbes linéaires il a été nécessaire d’éliminer les chiffres corres- 
pondant @ la période de Jatence qui atteint cing jours pour les 
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germes intervenant dans le cycle du fer et du soufre et six jours 
pour ceux qui dégradent la carboxyméthylcellulose. 

La déformation convexe de la courbe cinétique sous l’effet 
zymogene signalé par Augier pour la microflore totale avec un 
apport de glucose se retrouve lors de l’incorporation de carboxy- 
meéthylcellulose a la dose de 5 p. 1000 avec une incubation de 
quatre semaines (fig. 4). Mais alors que dans l’expérience d’Augier, 


0,05 0,10 015 020 


Fis. 4. — Déformation de type convexe de la courbe de numération cinétique de 

la microflore carboxyméthyl-cellulolytique sous Vinfluence d’un enrichissement du 

sol en carboxyméthylcellulose 4 la dose de 5 pour | 000 (E, courbe correspondant 
au sol enrichi. T, courbe témoin). 


seuls les germes 4 temps de latence court sont stimulés et la courbe 
cinétique devient rapidement paralléle a Vabscisse, dans notre 
expérience d’enrichissement avec la carboxyméthylcellulose, sub- 
stance beaucoup moins rapidement métabolisable que le glucose, 
celte stimulation intéresse des germes a temps de latence plus long, 
si bien que la courbe présente encore une pente importante au 
vingt ef uniéme jour. 

Un autre type de déformation peut étre observé lors de Vincor- 
poration de L-cystine a la dose de 3,75 p. 1000, avec une incu- 
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bation de deux semaines, dans un sol ferrugineux tropical hydro- 
morphe (fig. 5). Dans ce cas, la stimulation est relalivement plus 
faible pour les germes a période de latence moyenne, si bien que 
l’on obtient une déformation « de type concave » de la courbe de 
numération cinétique. 


Fic. 5. — Déformation de type concave de la courbe de numération cinétique de 

la microflore anaérobie du soufre sous l’influence de l’enrichissement du sol en 

L-cystine & la dose de 3,75 p. 1000 (E, courbe correspondant au sol enrichi, 
T, courbe témoin). 


VII. — Pr&ciIsIon DE LA METHODE DE NUMERATION CINETIOUE. 


Pour évaluer la précision de la méthode de numération, on est 
parti d’un lot de sol caractérisé par une courbe cinétique linéaire 
(DL) que l’on a parfaitement homogénéisé et que l’on a subdivisé 
en 13 échantillons pour chacun desquels on a effectué les suspen- 
sions-dilutions suivant la technique exposée au début de cette note. 
Les ensemencements ont été faits sur milieu « microflore anaérobie 
du soufre ». On a ainsi obtenu les 13 groupes de résultats analy- 
liques qui figurent au tableau II. 


Il résulte de ces chiffres : 


1° Que la précision de l’évaluation de la pente calculée a partir 


dune seule droite de numération cinétique est de l’ordre de 
60 p. 100; 
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Tasryau I. — Calcul de la précision de la méthode de numération 
cinétique. 


Densité exprimée en ce i ni 
ie ee Pp ntaine de mille par g. de sol 


du dosage 5 ; 
au 21éme jour au 21eme jour au temps infini 
(valeur observée)| (valeur calculée) (valeur extrapolée) 
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2° Que la précision correspondante pour la densité est de 
Yordre de 120 p. 100; 

3° Que le calcul de la densité a partir de l’équation de la droite 
de numération cinélique n’améliore pas la précision de la numé- 
ration. 

Ce dernier point s’explique par le fait que l’assimilation de la 
courbe de numération cinétique a une droite ne constitue qu’une 
approximation, parfois assez grossiére, et, surtout, par le fait que 
la microhétérogénéilé du sol est assez élevée pour que les 13 échan- 
tillons 4 partir desquels les analyses ont été effectuées présentent, 
malgré un mélange soigneux au départ, des variations importantes. 
Le calcul de la précision, tel qu’il est fait ici, est done entaché 
d’une erreur résultant de la microhétérogénéité des échantillons 
qui varie, d’ailleurs, dans des proportions assez importantes d’un 
sol a l’autre. 


VIII. — Concuiusion. 


L’expérience montre que pour quatre groupements physiolo- 
giques importants intervenant dans le cycle du carbone, du soufre 
et du fer, la courbe de numération cinétique peut souvent étre 
assimilée & une droite ou a un ensemble de deux segments de 


900 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


droites. Cette particularité permet, comme Augier et Lavergne 
l’ont montré pour la microflore totale, de compléter la notion clas- 
sique de densité par celle de richesse spécifique. 

C’est ainsi qu’on a pu mettre en évidence dans la présente étude 
des différences importantes dans la richesse spécifique des grou- 
pements physiologiques (les carboxyméthylcellulolytiques étant, 
par exemple, beaucoup moins spécialisés que les germes anaéro- 
bies du soufre) et des différences dans la richesse spécifique de 
chacun des groupements pour les différents sols. Une des obser- 
vations les plus remarquables 4 ce point de vue concerne les sols 
de mangrove dont la pauvreté spécifique de la microflore (pauvreté 
qui se retrouve dans la végétation) est due a des conditions de 
milieu trés particuliéres. 

En ce qui concerne la précision de la méthode cinétique, 11 
n’a pas été observé d’amélioration par rapport a la méthode clas- 
sique, car cette amélioration est vraisemblablement masquée par 
Vimportance microhétérogénéité du sol quwil est pratiquement 
impossible d’éliminer. 

RESUME. 


L’adaptation de la méthode de numération cinétique d’Augier 
et Lavergne a |’étude de quatre groupements physiologiques inter- 
venant dans le cycle du carbone (carboxyméthylcellulolytiques), 
du soufre (microflore anaérobie du soufre) et du fer (microflore 
minéralisant le fer organique sans le précipiter et en le précipi- 
tant) se révéle particuliérement intéressante pour l’appréciation 
de la composition spécifique de ces groupements. Mais la précision 
des numérations ne semble pas améliorée par rapport aux méthodes 
classiques : elle reste de ordre de 120 p. 100 dans le cas d’ana- 
lyses effectuées en simple exemplaire. 

La présente note renferme deux formules de milieu originales : 


l'une concerne la microflore carboxyméthylcellulolytique, l'autre 
la microflore anaérobie du soufre. 


SUMMARY 


APPLICATION OF THE CINETIC COUNTING METHOD 
TO THE CHARACTERIZATION OF CERTAIN PHYSIOLOGICAL GROUPS 
OF SOIL MICROORGANISMS. 


Augier and Lavergne’s method was applied to the study of four 
physiological groups implied in the carbon cycle (carboxymethyl- 
cellulolytic germs), the sulfur cycle (anaerobic microflora) and the 
iron cycle (microflora which mineralizes organic iron with or 
without precipitation). It proved very interesting to evaluate the 
specific constitution of these groups. But the accuracy of the 
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counts does not seem to be better than with classical methods : 
it is about 120 %/, for single analysis. 

The present paper describes two new medium formulae, one for 
the carboxymethylcellulolytic microflora, the other for the sulfur 
anaerobic flora. 


[4] 


[7] 
[8] 
[9] 
[10] 
[14] 


[412] 
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LE CARACTERE IMMUNOLOGIQUE 
DES LACTENINES DU LAIT DE VACHE 


par A. PORTMANN, M. PLOMMET et J. AUCLAIR (*) 


(avec la collaboration technique d’Yvonne GATE). 


(Station Centrale de Microbiologie 
et Recherches Laiti¢res, Jouy-en-Josas {Seine-et-Oise]) 


INTRODUCTION. 


Dans une communication précédente [4], nous avons montré que 
les « lacténines » du lait de vache comprenaient, en plus de la 
lactoperoxydase (lacténine L,), des substances dont le compor- 
tement rappelle celui des anticorps. En effet, ces substances 
inhibent et agglutinent un certain nombre de souches (souches 
sensibles) de streptocoques lactiques (Streptococcus cremoris et 
Str. lactis) ; elles sont absorbées spécifiquement par les suspen- 
sions des bactéries sensibles correspondantes ; enfin, elles se 
trouvent en forte concentration dans le colostrum et dans le sang. 

Dans le présent travail, nous avons cherché a voir si les lacté- 
nines peuvent étre effectivement considérées comme des anticorps. 
Pour cela, nous avons recherché si l’injection a des vaches de 
souches déterminées de streptocoques lactiques est susceptible de 
provoquer une augmentation de la concentration en substances 
inhibitrices correspondantes dans le lait et dans le sang de ces 
animaux. 


METHODES. 


1° Immunisation. — Trois vaches appartenant au troupeau du Centre 
de Recherches Zootechniques de Jouy-en-Josas ont été utilisées dans nos 
essais. Ces animaux étaient, au moment de l’expérience, en début de 
lactation (deuxiéme 4 quatriéme mois de lactation). Aucun n’avait pré- 
senté précédemment d’infection de la mamelle et aucun n’en présenta 
au cours de l’expérience. 

Chaque animal a été inoculé avec une souche de streptocoques dans 
les conditions suivantes : 


a) La vache n° 359 a recu, au cours d’une période de dix-neuf jours, 
quatre injections sous-cutanées (25 x 10° germes par injection) d’une 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 février 1960. 


He 
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Suspension de Str. cremoris souche DR7. Cette souche est sensible 
a Vinhibition et A l’agglutination par le lait et par le sang. 

b) La vache n° 416 a recu, au cours d’une période de vingt-huit jours, 
cing injections sous-cutanées (25 x 10° germes par injection) d’une sus- 
pension de Str. cremoris souche Rl. Cette souche est également inhibée 
et agglutinée par le lait et par le sang, mais elle différe de DR7 par sa 
constitution antigénique [4]. 

c) La vache n° 221 a regu, au cours d’une période de vingt-huit jours, 
cing injections sous-cutanées (25 x 10° germes par injection) d’une 
suspension de Str. lactis souche C2. Cette souche est résistante 4 l’inhi- 
bition par le lait, mais elle est cependant faiblement inhibée par le sang. 

Les suspensions bactériennes utilisées étaient préparées a partir de 
cultures sur bouillon glucosé. Ces cultures étaient centrifugées, lavées 
a Veau salée (0,8 p. 100 NaCl) et diluées de facon A contenir 6 x 109 
germes par millilitre. Ces suspensions étaient ensuite réparties en 
ampoules (4 ml, contenant environ 25 x 10® germes), qui étaient 


scellées, puis chauffées pendant trente minutes dans un bain-marie 
AY (eso (Ci ae Oa 


2° MESURE DE L’ACTIVITE INHIBITRICE DU LAIT ET pU SANG. — Des préléve- 
ments aseptiques de sang et de lait ont été effectués 4 plusieurs reprises 
sur chacune des vaches traitées. Le lait a été écrémé ; les divers échan- 
tillons de lait et de sérum sanguin ont été conservés 4 — 30° C jusqu’a 
leur examen. 

L’activité inhibitrice des échantillons de lait et de sérum a été détermi- 
née par la méthode de dilution décrite précédemment [4] en employant 
comme organismes-tests les trois souches de bactéries utilisées pour les 
injections : DR7, R1 et C2. Nous avons exprimé cette activité inhibitrice 
en fonction de l’activité des échantillons prélevés sur les mémes ani- 
maux avant la premiére injection (pourcentage de l’activité inhibitrice 
avant immunisation). 

L’activité de chaque échantillon a été déterminée trois a six fois et les 
chiffres indiqués correspondent a la moyenne des résultats obtenus. 

Compte tenu de ce mode d’expression des résultats, nous devons rap- 
peler que le pouvoir inhibiteur du sang est normalement beaucoup 
plus élevé que celui du lait pour les souches sensibles. Dans le cas des 
échantillons prélevés avant immunisation, les souches sensibles Rl et 
DR7 étaient respectivement inhibées dans le lait jusqu’aux dilutions 1/16 
et 1/64, et dans le sang jusqu’aux dilutions 1/200 et 1/8000, tandis que 
la souche C2 «résistante », c’est-a-dire non inhibée par le lait, était 
cependant inhibée par le sang jusqu’a la dilution de 1/4. 


RESULTATS. 


La figure 1 et le tableau I montrent les variations de Vactivité 
inhibitrice du lait et du sang des trois animaux en expérience. 


Vache n° 359. — L’activité inhibitrice du lait pour la souche 
injectée (DR7) atteint, vingt-huit jours aprés la premiére injection, 
une valeur six fois plus élevée qu’au début de l’expérience (fig. 1). 
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Au cours de la méme période, l’activité inhibitrice du lait pour R1 
n’a pas augmenté, tandis que la souche C2 n’est toujours pas 
inhibée. 

Le sérum du méme animal se montre huit fois plus inhibiteur 


Vache 359 


8 
‘ 


8 


——2>. 
=P 
= W 
=f 
=< U1 


Vache 221 


8 


Activite inhibitrice (Yo de ‘activité avant immunisation) 


Ea: 


0 ICR COR SO 40 SO COM / Om CO 
Nombre de jours apres la premiére injection 


Fic. 1. — Activité inhibitrice du lait des vaches immunisées vis-a-vis des souches 
Suivantes : © (oO HR x ==, Rte ~-e C2; y = Injections 
successives. 


pour DR7 dix-neuf jours aprés la premiére injection qu’au début 
de | experience, tandis que son activité inhibitrice n’augmente que 
faiblement vis-a-vis de R1 et pas du tout vis-a-vis de 02 (tableau I). 
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Vache n° 416, — L’activité inhibitrice du lait de cette vache pour 
la souche injectée Rl augmente d’environ six fois vingt-huit jours 
aprés la premiére injection sans présenter de variation vis-a-vis 
des autres germes [DR7 et C2} (fig. 1). 

L’activité inhibitrice du sérum du méme animal augmente sen- 
siblement au cours de l’immunisation pour la souche injectée (R1) 
et pour l’autre souche sensible DR7. 

Aucune aumentation n’est observée vis-a-vis de la souche résis- 
tante C2 (tableau I). 


Tasteau I. — Activité inhibitrice du sérum sanguin des vaches immu- 
nisées (pourcentage de l’activité inhibitrice avant immunisation). 


Activité inhibitrice du sérum sanguin vis-a=vis 
des souches suivantes : 
Ri 


DR 7 C2 


7 jours avant la 


Vache N° 359 1 ére injection 100 100 
inoculée avec 19 jours aprés la 
1 ére injection 800 200 100 


la souche DR 7 
42 jours aprés la 
1 ére injection 200 200 100 


7 jours avant la 


Vache N° 416 l ére injection 100 100 100 
inoculée avec I9 jours aprés la 
1 ére injection 250 250 100 


la souche R 1 
42 jours aprés la 
1 ére injection 500 600 100 


ines eeate he |e a C0 28S denen et oe abr ee eee ee 


7 jours avant la 
Vache N° 221 1 @re injection 100 100 100 


inoculée avec la 


I9 jours aprés la 
1 @re injection 100 100 400 
souche C 2 
42 jours aprés la 


l ére injection 150 120 1000 
Vache n° 221. — Le lait de cette vache, inoculée avec la souche 


résistante O2, conserve la méme activité inhibitrice pendant toute 
la durée de l’expérience vis-a-vis des souches sensibles DR7 et R1 
sans devenir inhibiteur pour C2. 

Le sérum du méme animal montre, par contre, une augmen- 
tation assez importante de son activité vis-da-vis de Ja souche 
injectée C2 (dix fois V’activité initiale) sans qu’aucune variation 
importante d’activité soit observée pour les souches sensibles DR7 
ev nL: 


CARACTERES DES SUBSTANCES INHIBITRICES RESULTANT DE L’IMMU- 
NISATION. — Nous avons vérifié que les substances responsables 
de lVinhibition observée dans le lait des animaux au cours de 
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Vimmunisation présentaient bien les mémes caractéres (et, en par- 
ticulier, les mémes caractéres de spécificilé) que les substances 
inhibitrices naturellement présentes dans le lait [4]: 

D’une part, le pouvoir agglutinant du lait de ces animaux 
vis-a-vis des souches DR7 et Rl montrait un parallélisme étroit 
avec l’activité inhibitrice du lait vis-a-vis de ces mémes germes. 
D’autre part, les substances inhibitrices apparues en forte concen- 
tration dans le lait des vaches n® 359 et 416, au vingt-huiti¢me 
jour de l’expérience, étaient absorbées spécifiquement par des 
suspensions des germes ayant servi aux inoculations : DR7 et Rl. 


Discussion. 


Les résultats obtenus montrent que l’immunisation des vaches 
par injection de souches « sensibles » de streptocoques lactiques 
a pour effet d’augmenter la concentration du lait et du sang de ces 
animaux en substances inhibitrices spécifiques des souches injec- 
tées. Ces substances qui, par ailleurs, agglutinent les bactéries 
sensibles et sont absorbées spécifiquement par des suspensions 
de ces germes, peuvent done étre considérées comme des anticorps. 

L’augmentation, dans le sang des animaux immunisés, d’anti- 
corps actifs sur une souche sensible différente de la souche injectée 
(anticorps inhibant DR7 chez la vache inoculée par Rl et inver- 
sement) peut s’expliquer par l’existence d’un antigéne commun 
a ces deux organismes DR7 et R1. C’est ce qu’avait laissé prévoir 
lexistence de réactions croisées observées précédemment entre les 
différentes souches sensibles étudiées [4]. Il est intéressant de 
constater que augmentation de ces anticorps « non spécifiques » 
ne s’observe pas dans le lait. Ce fait indique peut-étre que la 
mamelle joue un role sélectif dans le passage des anticorps du 
sang dans le lait. 

Nous avons pu constater, d’autre part, que Vinjection d’une 
souche résistante, c’est-a-dire non inhibée par le lait, avait pour 
effet d’augmenter la concentration du sang en anticorps actifs sur 
la souche injectée, mais que le lait n’acquérait cependant aucune 
activité inhibitrice vis-a-vis de cette méme souche. Ce fait peut 
étre dad a une action sélective de la mamelle, mais on peut aussi 
expliquer l’absence dans le lait d’anticorps correspondants a la 
souche résistante par le titre relativement bas de ces anticorps 
dans le sang (1/4 avant immunisation et 1/40 au maximum de 
Vinhibition). 

L’ensemble de ces résultats permet donc de considérer l’activité 
inhibitrice du lait vis-a-vis des souches sensibles de streptocoques 
lactiques comme résultant du passage dans le lait d’anticorps, 
produits dans le sang 4 la suite d’une immunisation naturelle par 
des germes de constitution antigénique voisine de certains strepto- 
coques lactiques. La mise en évidence par Sharpe [2] et par Perry 


tf 
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Newland et Briggs [8] d’antigénes (antigénes de type) communs 
entre Sir. bovis et Str. cremoris permet de penser que les souches 
de streptocoques « sensibles » seraient les souches possédant un 
antigeéne de type commun avec Sir. bovis (ou d’autres strepto- 
coques de la flore intestinale des vaches). Les souches résistantes 
seralent celles qui ne posséderaient pas un tel antigene. Mais nous 
avons vu par ailleurs que des anticorps actifs sur ces souches 
résistantes peuvent exister dans le sang et ne pas se retrouver 
dans le lait, soit du fait de leur faible concentration, soit par suite 
d’une action sélective de la mamelle. 

Le fait de pouvoir, par inoculation des vaches avec certaines 
souches de bactéries, augmenter la concentration du lait en anti- 
corps actifs sur ces organismes, ouvre en technologie laitiére et 
dans la pathologie de la mamelle des perspectives intéressantes. 
En particulier, il est possible que l’on parvienne, par vaccination 
a l'aide d’antigénes déterminés, a obtenir un lait ot la croissance 
des bactéries indésirables serait arrétée ou ralentie le temps néces- 
saire soit au démarrage des levains, soit a la mise en ceuvre des 
défenses de lorganisme. 

L’immunisation, dans nos expériences, a été pratiquée sans 
essais préalables sur le choix des souches, la dose, Ja fréquence 
et la voie des injections. Les titres d’anticorps obtenus n’en sont 
que plus remarquables. L’étude détaillée de ces problemes devrait 
permettre l’obtention d’inhibiteurs a titre élevé et d’élimination 
durable. En particulier, la méthode d’immunisation locale par 
vole intramammaire, utilisée par Porterfield, Petersen et Camp- 
bell 4] et par Kerr, Pearson et Rankin [5] pour l’obtention de lait 
riche en anticorps agglutinants, permettrait peut-étre de parvenir 
a un tel résultat. 

RiésuME. 


Trois vaches ont été inoculées avec 8 souches différentes de 
streptocoques lactiques : 2 souches sensibles aux lacténines et 
1 souche résistante. La concentration des substances inhibitrices 
(lacténines) actives sur ces trois souches a été mesurée avant et 
aprés immunisation dans le sang et dans le lait des animaux 
traités. 

Pour les deux vaches inoculées avec les souches sensibles, la 
concentration en inhibiteurs spécifiques des souches injectées 
augmenta de facon marquée dans le sang et dans le lait de ces 
animaux. Pour la vache inoculée avec la souche résistante, on 
nota une augmentation du pouvoir inhibiteur du sang vis-a-vis’ de 
la souche injectée, mais le lait resta non inhibiteur pour cette 
souche. 

Ces résultats confirment que certaines substances inhibitrices du 
lait de vache (lacténines) doivent étre considérées comme des 
anticorps. 
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SUMMARY 
IMMUNOLOGICAL CHARACTERISTICS OF LACTENINS OF COW MILK. 


Three cows have been inoculated with 3 different strains of 
lactic acid streptococci : two strains sensitive to lactenins, the 
third one resistant to lactenins. The concentration of the inhibitory 
substances (lactenins) active on these 3 strains has been measured 
before and after immunisation in the blood and in the milk of 
the cows. 

In both cows inoculated with sensitive strains, the concentration 
of the inhibitors, specific for the strains injected, markedly 
increased about 30 days after the first injection, in the blood and 
in the milk of the cows. For the cow inoculated with the resistant 
strain, an increase of the inhibitory power of the blood was noted 
against the strain injected, but the milk remained non inhibitory 
against the strain. 

These results confirm that some of the inhibitory substances 
(lactenins) of cow milk must be considered as antibodies. 
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COMMUNICATIONS 


A PROPOS DE LA DECOUVERTE 
DE FORMES FILTRABLES DE BACTERIES 
DANS LES FRUITS DE MER 


par P. HAUDUROY. 


(Unstitut d’Hygiéne et de Bactériologie, Lausanne) 


Le Dt Brisou a publié dans ces Annales [4] le résultat de recherches 
qui lui ont permis de découvrir dans l’eau de mer et dans des coquil- 
lages (moules et huitres) des formes filtrables de bactéries. A partir de 
celles-ci i] lui a été possible d’obtenir une souche d’Achromobacter 
beaufortensis et une souche d’un microcoque Gram-positif non iden- 
tifié. 

Ces faits sont une confirmation formelle de travaux publiés en 1924 [2] 
a propos desquels j’ai affirmé que des « microbes tels que les bacilles 
dysentériques et ceux du groupe Eberth-Coli prennent des formes assez 
petites pour pouvoir traverser des filtres de porcelaine ». 

L’auteur pense aussi 4 « l’existence possible de bactéries pathogénes 
dont la réversion serait intéressante a obtenir ». 

Depuis 1926, de telles « réversions » ont été obtenues de nombreuses 
fois pour des germes appartenant aux genres Salmonella, Shigella, etc., 
par moi-méme et par de nombreux autres auteurs [2]. 

L’auteur estime que Jes formes découvertes par lui sont plus proches 
des formes L que des PPLO. Je me rallierais volontiers 4 son opinion 
en suggérant, a titre d’hypothése, que « l’agent provocateur » a peut- 
étre été ici un bactériophage que 1’on peut trouver dans l’eau de 
mer [3]. 
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ISOLEMENT DE SUBSTANCES RECEPTRICES 
DES BACTERIOPHAGES CHEZ LES SHIGELLAE 


par J. BEUMER et J. DIRKX. 


Unstitut Pasteur de Bruzelles) 


Il est actuellement bien connu que les bactériophages peuvent étre 
fixés et rendus inactifs, de maniére spécifique, par des substances 
extraites des bactéries sensibles. On a de bonnes raisons de penser 
que ces substances ne sont autres que les récepteurs de la surface 
bactérienne, sur lesquels les phages se fixent au moment de l’infection 
el qui conditionnent par 1a la sensibilité de la bactérie 4 un bacté- 
riophage donné. La particule de phage fixée sur le récepteur isolé est 
inactivée, soit parce que l’appareil de fixation de la queue du phage 
est bloqué par le récepteur, soit parce qu’ainsi qu’on 1’a montré dans 
un certain nombre de cas [4, 2], l’acide désoxyribonucléique du phage 
a été expulsé. Dans un petit nombre de systémes, la nature chimique 
de ces récepteurs a pu étre élucidée [3, 4]. 

La présente note décrit les méthodes qui nous ont permis d’extraire 
d'un certain nombre de souches de Shigellae, les récepteurs des phages 


du bacille coliforme lysogéne de Lisbonne (H—, H+ et V), décrits pré- 
cédemment [5]. 


Matériel. — Rappelons que le phage H — entretenu sur !a souche F6S 
soit H—F6S, donne deux cents 4 mille fois moins de taches lorsqu’on 
le titre sur les souches SHPB ou F6R que par étalement sur la souche 
F6S. Aprés un passage sur la souche SHPB, le phage obtenu, soit 
H—SHPB, a une efficacité d’étalement sur les souches SHPB et F6R 
environ mille fois plus grande que le phage H — F6S, tout en conservant 
le titre élevé de ce dernier sur F6S [6]. 

_Les souches de Shigellae utilisées ont été décrites dans des travaux anté- 
rieurs [7, 8]: une souche R de Shigella dysenteriae (SHP B); une souche S 
de Shigella flexneri de type sérologique 5 (F6S) et son mutant R (F6 R) ; 
une souche S de Shigella flerneri de type sérologique 2a (263) anlaal sen- 
sibilité de ces souches aux quatre phages étudiés ressort du tableau I. 
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TABLEAU I. — Efficacité d’étalement des phages du bacille de Lisbonne 
sur les souches de Shigella étudiées (exprimée en nombre de 
taches par millilitre). 


[ : Phage 
Souches ; H-F6S $  -H-SHPB i H+ i Vv 
6 RINE SH) < Cer ose preg: 
SHPB 2,8 x 10 a Sse 10" 1,4x10° # 1,2 x 101° 
8 : 
F6 S 5,5 x 10 ees aiow 15m 10° 02) F.5-x 10% 
: ef i : 
F6 R : io x 10 3 3,5 x 10° : 1 28 10° H 4 x 10° 
; : 3 § 
: & 8 $ H 5 3 
P 263 bp aS hae f= aytmdo alee do? - 1: ak satao" 
Méthodes. — Au cours d’essais préliminaires de nombreuses méthodes 


d’extraction ont été utilisées, notamment: extraction par leau distillée 
a 65°, ou par Purée 7 M, ou par la pyridine a 50 p. 100 (Goebel, [9]) des 
germes vivants ou tués par la chaleur, le formol, le phénol ou le chloro- 
forme ; traitement des germes vivants par la soude 0,4 p. 100 (Weidel, [4]) ; 
extraction par la soude & pH 10 des germes préalablement traités par 
Vacide trichloracétique 4 froid, soit & pH 3,5 (Bordet et Beumer [40]), soit 
a la concentration de 5 p. 100 (Beumer [44]). Le détail des résultats obtenus 
par ces méthodes sera pubhé ultérieurement. 

Finalement deux méthodes nous ont donné des extraits particuliérement 
actifs : Textraction 4 froid par lacide trichloracétique (Boivin et Mesro- 
beanu [412] et le traitement & chaud par le phénol (Westphal, Liideritz et 
Bister [43]). 

lo Extraction par lacide trichloracétique a froid. — Les bactéries cul- 
tivées en milieu liquide LB [44], avec aération, pendant sept a huit heures 
sont lavées deux fois en eau physiologique, puis suspendues en eau 
distillée ; on ajoute de l’acide trichloracétique 4 la concentration finale de 
5 p. 100 et on laisse séjourner & + 4° pendant trois heures. Aprés cen- 
trifugation, le surnageant est neutralisé et précipité par trois volumes d’al- 
cool éthylique A 94° 4 — 10° et laissé une nuit 4 cette température. Le pré- 
cipité recueilli est dissous dans un petit volume d’eau distillée et dialysé 
pendant cing jours a + 4°. La solution dialysée est filtrée sur bougie 
Chamberland L3 et reprécipitée par 3 volumes d’alcool éthylique 94°, dans les 
mémes conditions que la premiére fois. Le précipité lavé deux fois a 1]’al- 
cool est desséché sous vide. Cette méthode, grace 4 laquelle Boivin et 
ses collaborateurs et bien d’autres depuis, notamment A. M. Staub, ont 
obtenu l’antigéne somatique de nombreuses Entérobactériacées, n’est appli- 
cable qu’aux bactéries S. 


20 Extraction a chaud par le mélange eau-phénol. — Les cultures, obte- 
nues et lavées comme dans le procédé précédent, sont suspendues en eau 
distillée et portées & 68° ; on y ajoute un volume égal de phénol a 90 p. 100 
et on maintient le mélange A 68° pendant vingt minutes en agitant fréquem- 
ment. Par centrifugation, on sépare la phase aqueuse, qui contient la 
substance active. Aprés dialyse en eau distillée & + 4°, pendant deux jours, 
lextrait est précipité par 10 volumes d’alcool éthylique 94° & — 10° pen- 
dant une nuit. Le précipité est lavé deux fois a l’alcool et desséché sous 
vide. Avant usage, le précipité redissous en eau distillée est filtré sur 
bougie Chamberland L3. Cette méthode, qui nous a permis d’obtenir des 
extraits actifs de bactéries R, est également applicable aux bactéries S. 
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Westphal et ses collaborateurs ont isolé par cette méthode les lipopoly- 
saccharides spécifiques de plusieurs Entérobactériacées et, plus récem- 
ment, Davies l’a utilisée pour la préparation du lipopolysaccharide d’une 
souche R de Shigella dysenteriae [45]. 

La mise en évidence de la fixation des phages par les extraits bacté- 
riens ainsi obtenus se fait en mélangeant une dilution de phage contenant 
environ 5 x 103 particules par millilitre 4 des doses décroissantes de l’ex- 
trait et en Jaissant séjourner les mélanges A 37° pendant trois a seize 
heures, selon les phages. La composition du milieu dans lequel s’effectue 
cette fixation peut revétir une grande importance, comme nous le signa- 
lons par ailleurs [46]. On titre ensuite le phage non fixé dans ces mélanges 
et on en détermine le pourcentage par rapport & un témoin sans extrait 
incubé dans les mémes conditions. On exprime conventionnellement lacti- 
vité des extraits en unités réceptrices par milligramme (1 unité récep- 
trice = réciproque de la plus petite concentration d’extrait laissant 50 p. 100 
de phage non fixé dans les conditions de l’expérience). 


Résuttrats. — L’extrait trichloracétique (TCA) des souches S est 
doué d’une activité fixatrice élevée vis-a-vis des quatre phages étudiés. 
La phase aqueuse de l’extrait obtenu en traitant ces souches par le 
phénol a chaud (Aq 68) est en général moins active que l’extrait TCA. 
Par contre, l’extrait Aq 68 des souches R fixe énergiquement les 
phages H-SHPB et V; il ne posséde, au contraire, qu’une activité trés 
faible vis-a-vis des phages H-F6S et H+. L’extrait TCA des souches R 
ne fixe aucun des phages étudiés (tableau II). 


Tasteau JI, — Activité des extraits en unités réceptrices 
par milligramme. 


Jrmenneeececamcmcgocescscsescennaecnenessscsnesecsemensessseneessassssssusamcersad: + 
Extraits i H-F6S 

SHPB Aq 68 2- 10 

RGES OA 6.250 

F6 S Aq 68 » 250 

F6 R° Aq 68 10 1,250 <2 > 1.250 

[F 263 TCA 31,250 > 250 > 250 2 et < 250 

iF 263 Aq 68 i 250 - 1,250 10 - 50 orem e250 Bet < 250 


L’activité des extraits refléte fidélement la sensibilité des souches 
bactériennes aux phages H-F6S et H-SHPB. L’extrait Aq 68 des souches R 
ne fixe que faiblement le premier, mais trés énergiquement le second 
auquel elles sont beaucoup plus sensibles. L’extrait TCA des souches S, 
par contre, a une activité fixatrice élevée pour les deux phages. 

Le peu d’activité fixatrice de l’extrait Aq 68 des souches R pour le 
phage H+ peut étre dti A ce que cet extrait ne contient que trés peu 
de récepteur de ce phage ou a ce que les milieux utilisés jusqu’s présent 
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pour la mise en évidence de la fixation ne conviennent pas. Les 
recherches se poursuivent dans cette voie. 

L’extrait TCA de F6S est précipité par le sérum anti-F6S et le liquide 
Surnageant ne contient plus de substance fixatrice des phages H-F6S 
ou H-SHPB. I] ne nous a pas été possible d’obtenir un sérum tres 
actif contre la souche SHPB. Toutefois, bien que ce sérum ne pré- 
cipite que faiblement l’extrait Aq 68 de cette souche, il lui enléve néan- 
moins le pouvoir de fixer le phage H-SHPB. 

L’étude physico-chimique des récepteurs, encore incompléte, a déja 
permis cependant d’établir quelques données, que nous résumons 
briévement. 

Ainsi que nous l’avons déja signalé, la filtration sur bougie Cham- 
berland L3 ne diminue pas l’activité des extraits TCA ou Aq 68 des 
diverses souches que nous avons étudiées. 


1° Extrait TCA de F6S. — Cet extrait est constitué apparemment 
d’une substance unique et se révéle, en tout cas, homogéne A 1’électro- 
phorése. Le coefficient de diffusion D,,0 est de l’ordre de 6.108 cm?.sec—', 
valeur trés faible indiquant vraisemblablement une forte dissymétrie 
moléculaire. La mobilité électrophorétique est également trés faible, de 
Vordre de 6.10—* cm?.volt—!.sec—! 4 + 1° C en tampon maléate de Na, 
10—M, force ionique 0,03, pH 7,3. Cette faible valeur, correspondant 
2 un potentiel d’environ 2 mV, est suffisamment basse, pour que la 
molécule puisse étre considérée comme pratiquement non chargée. 

L’analyse chimique a montré la présence d’acides gras, d’hexoses, de 
méthylpentoses, d’hexosamines et de petites quantités d’aldoheptoses. 
Il s’agit donc, vraisemblablement, d’un lipopolysaccharide analogue a 
celui extrait par Jesaitis et Goebel de Shigella sonnei, phase II [3], et 
qui posséde la propriété de se combiner aux phages de la série T aux- 
quels cette bactérie est sensible. 


2° Extrait Aq 68 de SHPB. — L’extrait Aq 68 se révéle hétérogéne et 
laisse apparaitre, a 1’électrophorése, trois constituants dont un, sédi- 
mentable par ultracentifugation, contient le matériel actif. Ce dernier 
est fortement hétérodispersé, les diamétres des particules s’échelonnant 
de 20 4 400 millimicrons. La fraction comportant les particules dont la 
taille est comprise entre 50 et 100 millimicrons est, elle-méme, hétéro- 
géne A l’électrophorése et révéle la présence de deux constituants dont 
le plus lent semble légérement plus actif. Le constituant rapide, par 
contre, posséde une activité identique aux particules d’autres tailles. 
A l’exception du constituant lent, toutes les particules possédent, indé- 
pendamment de leur taille, la méme mobilité de 1,335.10—4 cm’. 
yolt—.sec—! 4 +1° C, soit un potentiel de 50 mV environ si l’on suppose 
réalisées les conditions de von Smoluchowski. Quant au constituant 
lent, sa mobilité 4 + 1° C vaut 1,14.10— cm?.volt—!.sec—!, correspon- 
dant & un potentiel d’environ 42 mV. 

Contrairement & l’extrait TCA, les substances actives de 1’Aq 68 sont 
donc assez fortement chargées et nettement hétérogénes. 

L’analyse chimique de la fraction active de l’Aq 68 n’est encore que 
trés fragmentaire. Elle a montré la présence d’acides gras et de sucres 
dont la nature chimique n’a pas encore 4té précisée. Ces travaux sont 


actuellement en cours. 
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Résumé. — Le traitement de deux souches S de Shigellae par l’acide 
trichloracétique A froid a permis d’extraire de ces germes des substances 
se comportant comme les récepteurs des phages du B. lysogéne de 
Lisbonne. L’extraction de substances semblables 4 partir des souches R 
a pu étre réalisée en les traitant & chaud par un mélange d’eau et de 
phénol. Les substances réceptrices contiennent des sucres et des acides 
eras et pourraient donc étre des lipopolysaccharides. Leur purification 
et l’étude de leurs caractéres physico-chimiques se poursuivent. 


SUMMARY 


IsoLaTION FROM Shigellc@ OF RECEPTOR SUBSTANCES FOR BACTERIOPHAGES. 


Receptor substances for the phages of the lysogenic strain B. Lisbonne 
were prepared from Shigellae strains. Extraction in the cold with 
f p. 100 trichloracetic acid was found convenient for isolating the 
receptors from the § strains. Those from the R strains could be extracted 
by treating the bacteria suspended in water with an equal volume of 
90 p. 100 phenol at 68° C. The receptor substances contain sugars and 
fatty acids and might be lipo-polysaccharids. Purification and chemical 
analysis of these receptors are in progress. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Wervex (W.) et KELLENBERGER (E.). Biochim. et Biophys. Acta, 1955, 47, 1. 

[2] Jesarrrs (M. A.) et Gorse (W. F.), Nature, 1955, 472, 622. 

[3] Jesaitis (M. A.) et Gorpet (W.F.). J. exp. Med., 1952, 96, 409. 

[4] Weer (W.), Kocu (G.) et Bososon (K.). Z. Naturforsehg., 1954, 9b, 573. 

[5] es (J.) et Brumer-Jocumans (M. P.). Ann. Inst. Pasteur, 1952, 83, 
582. 

(6) Brumer (J.) et Beumer-Jocumans (M. P.). Ann. Inst. Pasteur, 1955, 89, 394. 

[7] Beumer (J.), Breumer-Jocumans (M. P.) et Drrxx (J.). Ann. Inst. Pasteur, 
1957, 93, 36. 

[8] Beumer-Jocumans (M. P.), Dirxx (J.) et Oxerre-Koopmanscu (S.). Ann. 
Inst Basteuns 1959 96. jae 

[9] Barer (E. E.), Gorse, (W. F.) et Pervman (E.). J. exp. Med., 1949, 89, 325. 

(40) Borner (P.) et Beumer (J.). Bull. Acad. Royale de Méd. de Belgque, 
1949, 44, 116. 

{44} Beumer (J.). Rev. Belge Path. Méd. expér., 1947, 18, 244. 

[42] Borvin (A.) et Mesropeanu. Rev. Immunol., 1935, 4, 553. 

[43] eo eg! Luperitz (O.) et Buster (F.). Z. Naturforschg., 1952, 

[14] Bertanr (G.). J. Bact., 1951, 62, 293. 

[45] Davies (D. A. L.). Biochim. et Biophys. Acta, 1957, 26, 151. 

[46] Brumer (J.) et Dirxx (J.). (A paraitre.) 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 915 


ETUDE MORPHOLOGIQUE, 

EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 
SUR COUPES ULTRA-FINES, 
D’UN VIRUS (VIRUS GAL) PRESENT 
DANS LA SOUCHE RPLi2 
DU VIRUS DE LA LEUCOSE AVIAIRE 


par P, ATANASIU et P. LEPINE 
[avec la collaboration technique de J. SISMAN et M. WETTEN]. 


(Service des Virus, Institut Pasteur) 


Le virus de la leucose lymphoide souche RPL,, a été cultivé avec 
succés sur culture de tissu de foie d’embryon de poulet, presque simul- 
ienément par Sharpless, Defendi et Cox [1] et par Fontes el coll. en 
1958 [2]. Le virus obtenu en culture de tissu a été identifié au micro- 
scope électronique 4 l’aide de la technique de comptage des particules 
et de la neutralisation par Davies et Sharpless [3] en 1959. D’aprés 
ces auteurs la particule infectante est sphérique, d’un diamétre de 
90 my. Ce méme virus a été vu, en coupes ultra-fines seulement, par 
Dmochowski et coll. (1959 [4]) sur des tumeurs de poules malades 
atteintes de leucose viscérale. 


Alors que nos expériences étaient en cours, nous avons appris (com- 
munication du Docteur Defendi) qu’au 15°-16® passage du virus de 
culture de tissu, celui-ci ne donnait plus d’anticorps neutralisant le 
virus leucosique de la poule adulte, et que les animaux immunisés ne 
résistaient pas a Vinoculation d’épreuve avec le virus RPL,, originel , 
devant ces faits, Burmester et Sharpless ont admis la présence dans la 
souche d’un deuxiéme virus appartenant au groupe des virus orphelins 
des Gallinacés, et qu’ils ont dénommé virus GAL (Gallus adeno-like). 


Nos expériences confirment l’existence de ce deuxiéme virus, que nous 
avons étudié en culture de tissu sur cellules de foie d’embryon de 
poulet ; ce matériel a été examiné en coupes ultra-fines, et apres purifi- 
cation, par les techniques classiques de microscopie électronique, de 
titrage, et de mesure de taille particulaire. 


Trcunique. — Le virus. La souche de virus de leucose lymphoide RPL,, 
nous a été fournie, en 1958, sur poussin vivant par le Dt Sharpless, auquel 
nous adressons nos vifs remerciements. 

Aprés trois passages sur poussin de huit jours, le virus a été adapté 
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A la culture de tissu de foie d’embryon de poulet. Le sixiéme jour du premier 
passage, nous avons obtenu une légére dégénérescence et des inclusions 
intranucléaires. Les passages de culture & culture sont actuellement au 
21° passage. 


Culture de tissu. — Nous avons employé, avec quelques modifications, 
la technique de Sharpless et Fontes [4 et 2]. Nous utilisons les foies 
d@embryon de treize A quatorze jours. On récolte ceux-ci dans du milieu 
199 sans sérum, et on les hache aux ciseaux en petits fragments ; aprés 
agitation on élimine le liquide surnageant, que l’on remplace par du 
milieu 199 additionné de trypsine (20 p. 100 de trypsine 4 0,25 p. 100) et 
on agite A la pipette jusqu’A l’obtention d’une suspension fine et homo- 
géne. Aprés centrifugation, on élimine le liquide surnageant, on rajoute du 
milieu trypsiné et on continue a pipetter. On centrifuge, puis on répéte 
Vopération deux ou trois fois en gardant toujours le culot. Le culot est 
finalement dilué dans le milieu 199 A 20 p. 100 de sérum de cheval de facgon 
4 obtenir une concentration finale de 500000 cellules par millilitre. Le 
lendemain on change le milieu: les cellules hépatiques en culture se pré- 
sentent en petits ilots, et lon peut inoculer le virus. 


Nous avons employé les 8¢ et 16° passages de Ja souche en culture de 
tissu. Au fur et &4 mesure que ce virus s’adapte aA la culture il raccourcit 
sa période d’incubation et donne aux cellules infectées des lésions typiques 
(Defendi et Sharpless, 1958 [8]) apparaissant entre la vingt-quatriéme et la 
quarante-huititeme heure. Pour la microscopie électronique, nous avons 
employé un matériel cellulaire infecté depuis vingt-quatre a quarante-huit 
heures. L’examen histologique et histochimique a montré des inclusions 
intranucléaires et la réaction de Feulgen a été positive dans le noyau et 
certaines parties du cytoplasme (pl. I, fig. 1). 


Contréle du virus. — Les liquides surnageants de culture ont été ino- 
culés & des embryons de poulet Agés de onze jours, chez qui ils ont pro- 
voqué des lésions nécrotiques et prolifératives, avec apparition d’inclu- 
sions intranucléaires typiques (Defendi et Sharpless [5]) dans de rares cel- 


PLANCHE I 


Fic 1. — Cellules hépatiques d’embryon de poulet, en culture de tissu, inoculées 

avec la souche GAL. Fixation vingt-quatre heures aprés l’inoculation. Coloration 

hémalun-éosine (Gr. 1000). A noter la présence d’inclusions intranucléaires, 
mais trés rares, dans le cytoplasme. 


Mic, 2. — Foie d’embryon de poulet, inoculé avec la souche RPL,, — GAL en culture 
de tissu, huitiéme passage, dilution 10—%. Pixation huit jours aprés V’inoculation 
par voie intraveineuse. Coloration hémalun-éosine (Gr. 260). A noter de nombreux 
lymphoblastes dans les capillaires hépatiques et de rares cellules hépatiques 
présentant des inclusions fortement oxyphiles intranucléaires. 


Fic. 4. — Noyau et cytoplasme d’une cellule hépatique en culture de tissu, 16¢ pas- 
sage, infectée avec la souche GAL. Dans la masse homogtne du noyau une forma- 
lion cristalline est en train de se former. Le cytoplasme se désagrége lentement 


(Gr. 57 000). 


———- --- 
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PLANCHE II 


Fic. 5. — Noyau dune cellule hépatique d’embryon de poulet en culture de tissu. 
Dans la masse homogtne du noyau deux formations cristallines du virus en cours 
de multiplication (Gr. 39 500). 


Fic. 6. — Noyau et cytoplasme d'une cellule hépatique en culture de tissu. Méme 
) | 

formation cristalline que dans la figure 5. La mitochondrie et le réticulum endo- 

plasmique sont trés abimés. Rares particules yirales dans le cytoplasme (Gr. 47 500). 
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PrancuHe II. 
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PLANCHE Ill 


lic. 7. — Cytoplasme et noyau d'une cellule d’embryon de poulet en culture de 
tissu, infectée avec la souche GAL. Une vacuole en cours de formation d’ot le 
virus s’échappe. Deux autres vacuoles dans Je cytoplasme vers Ja périphérie 


(Gr. 37 000). 


Fic. S$. — Cytoplasme malade (méme série de cellules : mitochondries augmentées, 
yacuoles graisseuses, ele.) Certaines vacuoles intranucléaires en train de se former, 
@autres de grande taille, dans le cytoplasme, contiennent du virus (Gr. 37 000). 


Fic. 9 — Cytoplasme malade, plusieurs vacuoles récemment détachées cheminent 
parmi les mitochondries, et réticulum endoplasmique, contenant du virus 


(Gr. 38 000). 
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PLANCHE IV 


Fic, 10. — Masse des virus intranucléaires 4 fort grossissement. Tendance du virus 
i’ une orientation réguliére, Los deux membranes délimitent un reste de cytoplasme 
tres abimé dans sa structure (Gr. 92 000). 


Fic. 11. — Noyau et cytoplasme. Méme série de cellules, Le virus est dispersé 
d’une facon irréguli¢re dans la masse homogéne du noyau. Les mitochondries sont 
augmentées et le cytoplasme contient des vacuoles de graisse (Gr. 51 300). 
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Pirancun IV. 
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PLANCHE V 


Fic. 12. — Erythroblastose d’embryon de poulet. Cellules du foie ayant dans le 
cyloplasme plusieurs yacuoles remplies de particules virales (Gr. 16 000). 


Fic. 13. — Virus GAL particllement purifié (40000) g). Ombrage au palladium 
A noler : une tendance vers Vorientation régulitre (Gr. 25 500). 
Fic. 3. — Cellules hépatiques en culture de tissu infectées depuis quarante-huit 


heures avec le virus GAL. La chromatine nucléaire est a la périphérie, disparition 
du nucléole et une masse de virus en orientation réguli¢re prés de la membrane 
nucléaire (Gr. 10 200). 
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lules hépatiques (pl. I, fig. 2). L’examen histologique a montré un foie adulte 
avec images de généralisation réticulo-sarcomateuse. La rate est aussi 
envahie par cette prolifération diffuse réticulo-histiocytaire (Jean-C. Levaditi) 
Les mémes images s’observent jusqu’au lle passage. Au 15¢ passage, la 
prolifération des cellules s’atténue, alors qu’une dégénérescence et une 
nécrose de type toxi-infectieux portent sur des groupes de cellules hépa- 
tiques. Aspect d’hépatite toxi-infectieuse aigué A virus sans rapport avec 
1es premieres images tumorales (Jean-C. Levaditi). L’inoculation de ce virus 
ne donne pas de leucose chez !’ammal adulte. 

Le titrage des particules infectieuses a été effectué sur cellules hépatiques 
dembryon de poulet, cultivées pendant vingt-quatre ou quarante-huit heures, 
en petits ou en grands tubes. Le résultat du titrage est exprimé en DICT%9. 
Le titre du virus a varié entre 106 et 108 au cours des différents passages. 


Microscopie électronique. — Aprés avoir lavé les cellules infectées dans 
une solution tampon de pH 7,4, on les fixe pendant une heure trente, a la 
température de + 4°, dans une solution d’acide osmique a 1 p. 100 de 
pH 7,4 (Palade, 1952 {6]). La déshydratation est commencée dans un alcool 
a 70° pendant trente minutes, sulvie d’un alcool 4 90° pendant trente minutes 
et de trois bains d’alcool absolu de soixante minutes chacun, puis d’un bain 
de mélange alcool-métacrylate 4 parties égales pendant trente minutes et 
de deux bains de métacrylate (Newman et coll., 1949 [7]) pendant soixante 
minutes, en terminant par un bain liquide d’inclusion qui est un mélange 
de métacrylate de butyle (4/5) et de métacrylate de méthyle (1/5) avec 
0,05 p. 100 de benzoine. La polymérisation est faite aux rayons ultra- 
violets pendant quatre heures. Les coupes ultra-fines ont été obtenues avec 
un microtome Philips équipé d’un couteau en verre Pyrex. Les micro- 
scopes électroniques utilisés ont été le Philips EM 75 Kv et le Siemens 
Elmiskop I 100 Kv. 


R&suLTats. — Lors des premiers passages en culture de tissu, les 
premiers signes de la maladie apparaissent le sixitme jour (commen- 
cement de la cytolyse, inclusions intranucléaires (pl. I, fig. 1). A partir 
du quatriéme passage toutes les cellules hépatiques de culture sont 
atteintes en vingt-quatre heures. A l’examen direct elles commencent 
a se rétrécir avec apparition de granulations dans le cytoplasme. Aprés 
coloration 4 l’hémalun-éosine on voit que presque toutes les cellules 
hépatiques présentent des inclusions dans le noyau, inclusions rappelant 
celles des adénovirus ou bien celles du zona, avec une chromatine 
marginée, la masse de l’inclusion étant fortement oxyphile. 

Au microscope électronique on observe une disparition du nucléole 
avec condensation périphérique de la chromatine nucléaire. Le noyau 
est trés augmenté de volume, il contient une masse homogéne (pl. V, 
fig. 3), remplie de virus irréguliérement disposé. Dans d’autres cellules, 
assez rares, la masse homogéne de l’inclusion nucléaire montre des amas 
de virus ayant une orientation réguliére d’aspect cristallin [8] (pl. I, 
fiomies pl UWeetigmonet 6): 

En général, la double membrane du noyau reste intacte, mais parfois 
on constate des hernies de la membrane owt s’accumule le virus ; cette 
ernie se sépare du noyau pour former une vacuole qui va cheminer 
vers la périphérie du cytoplasme. On voit aussi des prolongements du 
réticulum endoplasmique dans le noyau qui contiennent et acheminent 
le virus dans le cytoplasme vers la périphérie (Palade, 1959 [9]). Il y 
a des cellules (Morgan et coll., 1956 [40]) dont le noyau contient des 
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yésicules remplies de virus le long de la membrane nucléaire préte 
a céder ; d’autres sont déja passées dans Je cytoplasme parmi les mito- 
chondries déjé endommagées (pl. III, fig. 8 et 9). Ce phénoméne se pro- 
duit, semble-t-il, dans les cellules ot l’action du virus n’a pas été trop 
brutale, ot la cytolyse n’a pas détruit la vie de Ja cellule. Dans d’autres 
cellules, le virus apparatt dans le cytoplasme a4 partir d’une masse homo- 
gene ayant aux électrons la méme densité que celle du noyau et ayant 
une réaction de Feulgen positive (pl. V, fig. 3). Enfin, il y a des cellules 
ou la masse intranucléaire du virus montre une tendance 4 l’orientation 
réguliére et occupe tout l’espace cellulaire au détriment du cytoplasme 
qui perd entiérement sa structure (pl. IV, fig. 10). 

Le virus GAL partiellement purifié par ultracentrifugation (40 000 q) 
a une forme sphérique, un diamétre compris entre 78 et 90 my et une 
tendance & l’orientation réguliére (pl. V, fig. 13). 


Dicussion ET concLusions. — Le virus GAL associé 4 la leucose lym- 
phoide souche RPL,, (Burmester, Sharpless), mis en culture de tissu 
sur cellules hépatiques d’embryon de poulet, apparait dans le nuyau 
des cellules au sein d’une masse homogéne (pl. IV, fig. 11) ot: il prend 
parfois une orientation cristalline. La méme masse homogéne, également 
riche en acide désoxyribonucléique, peut se retrouver dans le cytoplasme 
de rares cellules. Le virus du noyau de certaines cellules chemine vers la 
périphérie de la cellule par un systéme de vacuoles qui se forment aux 
dépens de la membrane nucléaire, ou bien par des canalicules dépendant 
du réticulum endoplasmique, qui peuvent partir du noyau ou se former 
dans le noyau. 


Les vacuoles contenant Je virus GAL ressemblent aux vacuoles du 
virus de ]’érythroblastose (pl. IV, fig. 12) [44] et aux vacuoles des tumeurs 
dues a la leucose lymphoide ; elles différent totalement de celles du 
virus du facteur du lait (Bittner) en culture de tissu [42, 13], ou du 
virus de Friend [44], qui naissent, soit A partir d’une membrane 
vacuolaire dans le cytoplasme, soit aux dépens de la membrane exté- 
rieure du cytoplasme. J] faut souligner que la souche, au stade ot nous 
Vavons recue, gardait manifestement le caractére leucosique. I reste 
possible que sa perte de virulence pour Ja poule adulte soit le résultat 
d’une mutation. Il est cependant plus probable qu’au cours des _pas- 
sages, un virus latent (virus GAL) s’est substitué au virus original 
(virus RPL,,). Le fait que cette substitution se soit produite dans le 
méme nombre de passages dans notre laboratoire et dans deux labora- 
loires américains donne 4 penser que la souche RPL,, était contaminée 
dés Visolement par Je virus GAL. 


Résumé. — Le virus GAL transmis avec la leucose lymphoide, 
souche RPL,,, se multiplie dans le noyau et dans le cytoplasme des 
cellules hépatiques d’embryon de poulet en culture de tissu. 


A Vintérieur du noyau les particules virales peuvent prendre une 
orientation cristalline. Dans certaines cellules le virus se propage du 
noyau vers la périphérie de la cellule, soit par l’intermédiaire de vési- 


cules formées 4 partir de la membrane nucléaire, soit en circulant dans 
Jes canalicules du réticulum endoplasmique. 
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SUMMARY 


ELECTRON MICROSCOPE MORPHOLOGICAL STUDIES ON A virus (virus GAL) 
ASSOCIATED WITH THE: RPL,, sTRAIN OF FOWL LEUCOSIS. 


Lymphoid leucosis virus (strain RPL,,) is associated with a contami- 
nant virus (GAL) which propagates in the nucleus and cytoplasma of 
chick embryo liver cells in tissue culture. 

In the nucleus, the virus particles of GAL virus may show a crys- 
talline arrangement. In certain cells, the virus propagates from the 
nucleus toward the periphery of the cell, either through vesicles formed 
by the nuclear membrane, or by circulating in the small ducts of the 
endoplasmic reticulum. 
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SUR UN FACTEUR INDUIT PAR LE VIRUS 
ENTRAINANT LA FORMATION DE SYNCYTIUM 
EN CULTURE CELLULAIRE 


par G; GHANY (): et MoK.. COOK. (4*) 
[avec la collaboration technique de F. ROBBE-FOSSAT et F. FOURNIER]. 


(Laboratoire des Virus, Hépital Saint-Vincent-de-Paul, 
et Service des Virus, Institut Pasteur) 


De trés nombreux virus peuvent induire la formation de syncytium 
en culture cellulaire. Cette Iésion peut étre considérée comme une 
manifestation non spécifique, liée A la synthése de virus dans la cellule. 
Un méme virus dans des cellules de nature différente peut proliférer 
avec ou sans la formation de syncytium. De méme, ce type de lésion 
peut étre induit ou non induit dans la cellule suivant la souche de 
virus utilisée 4 lintérieur d’un méme groupe. 

Il a été démontré précédemment dans ce laboratoire [4, 2], en utili- 
sant les techniques de culture sur lamelles fixées et colorées et des 
techniques de microcinématographie, que la formation de syncytium 
dans Jes cellules KB, sous l’effet du Myzovirus parainfluenzae Il 
(souche EA 102), répond au mécanisme suivant : 


1° La premiére cellule alteinte par le virus s’aplatit et perd son 
relief par rapport aux cellules environnantes. Une activité diverticulaire 
importante peut étre démontrée a la périphérie des cellules parasitées 
par le virus. 


2° L’unité syncytiale, qui peut étre considérée comme une unité infec- 
tieuse [4, 2, 3], n’est pas formée par l’agglomération et la soudure de 
cellules envahies simultanément par le virus, mais par l’extension des 
lésions, de cellule en cellule, & partir de cellules parasitées, dans le 
sens centrifuge, vers les cellules non parasitées, ces derniéres étant 
cnglobées progressivement dans le syncytium. Ce mécanisme a été appelé 
cytophagie et apparait clairement lorsque l’inoculum initial ne dépasse 
pas 1000 unités infectieuses par millilitre et lorsque la culture cellu- 
laire n’est pas trop dense. Au cours de l’extension des lésions syncy- 
tiales, seules les cellules saines peuvent étre englobées dans le syncytium. 
Les cellules atteintes par l’action d’un autre virus (poliovirus par 
exemple) ou les cellules en mitose restent en dehors du syncytium. 


(*) Attaché de Recherches, Institut National d’Hygiéne. 


eee Institute of Allergy and infectious Diseases, Bethesda, Md., 
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On a essayé de rattacher les propriétés hémagglutinantes et, en parti- 
culier, les propriétés hémolytiques [4, 5] des virus a leur pouvoir 
syncytio-formateur en culture cellulaire. Il convient de remarquer 
toutefois que : 


a) Les virus qui produisent le syncytium en culture cellulaire ne sont 
pas tous hémagglutinants (rougeole, virus respiratoire syncytial). De 
méme les virus hémagglutinants ne produisent pas tous de syncytium 
en culture cellulaire [grippe A, B, parainfluenzae I (Ha2)]. Les cellules 


Virus log 
leoor 
36° 
pH T4 
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Fic. 1. — Corrélation entre la courbe de multiplication de Mysxovirus parain- 


fluenzae III (souche EA 102) et Vapparition des lésions syncytiales. 


traitées par le RDE sont toujours capables de former un syncytium, 
alors que les globules rouges traités de la méme facon n’agglutinent 
plus en présence de la méme quantité de virus. 


b) Tl n’existe aucune preuve formelle reliant la propriété hémolytique 
des virus et leur pouvoir syncytio-formateur en culture cellulaire. Dans 
l’état actuel de nos connaissances une activité hémolytique in vitro n’a 
pas pu étre démontrée avec tous les virus syncytiaux (virus CCA, rou- 
geole, virus spumeux) ; de méme tous les virus hémolytiques ne pro- 
duisent pas de syncytium en culture cellulaire [parainfluenzae I (HA 2)]. 


Au cours des expériences réalisées dans ce laboratoire trois faits ont 
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été observés, susceptibles d’entrainer une conception nouvelle pour 
expliquer la formation des syncytiums. 


1° Une corrélation entre la formation de syncytium en culture 
cellulaire KB et la multiplication du Myzovirus parainfluenzae Ill 
(souche EA 102) en cycle unique montre l’apparition d’une unité syncy- 
tiale relativement étendue, contenant un grand nombre de noyaux 
(30-40) apparaissant a la fin de la période de latence, juste avant l’appa- 
rition de particules infectieuses dans la cellule (fig. 1). 


2° Les cellules parasitées par le virus produisent normalement le 
phénoméne dit de l’hémadsorption, décrit par Vogel et Shelokov [7], 
qui consiste dans l’accolement de globules rouges de cobaye sur la 
surface cytoplasmique des cellules parasitées par le virus. Aucun phéno- 
méne d’hémadsorption n’est observé dans les aires syncytiales, alors 
qu’il est présent dans les aires non syncytiales. 


3° La formation du syncytium ne dépend pas seulement du virus, 
mais aussi de la cellule utilisée. Ce méme virus parainfluenzae produit 
de vastes plages syncytiales dans des cellules KB, alors qu’il prolifére 
& des titres dix 4 cent fois supérieurs dans les cellules de rein de singe 
tout en ne produisant que peu ou pas de syncytium. 


Discussion. — En se basant sur les observations citées précédemment 
et en prenant comme modeéle expérimental l’action du Myzovirus para- 
influenzae II] sur cellules KB, deux hypothéses sont proposées et dis- 
cutées pour expliquer le mécanisme de la production de syncytium 
viral en culture cellulaire. 


1° Le virus produit des changements sur Ja surface cellulaire entrai- 
nant la soudure des cellules par lyse. Mais, comme l’a démonitré 1’étude 
microcinématographique, le syncytium n’est pas formé par la soudure 
de cellules infectées simultanément. Par ailleurs, il serait difficilement 
concevable que le virus se fixe, non pas sur des cellules distribuées au 
hasard, mais simultanément et uniquement sur des cellules juxtaposées. 


2° Une substance cellulaire se forme pendant la période d’éclipse du 
virus. La diffusion de cette substance entraine des changements essen- 
tellement cytoplasmiques et provoque la diffusion des lésions. En fayeur 
de cette hypothése plaident : 

a) La chronologie des lésions par rapport A la multiplication du virus. 

b) L’extension trés rapide de chaque plage syncytiale. 

c) L’importance de la nature des cellules utilisées. 

d) Le fait que d’autres substances que les virus (Rx, extrait de 
BK [6]) peuvent induire la formation de syncytium en culture cellu- 
laire. 

e) D’autre part, Henle et coll. observent avec le virus ourlien que 
Vinfectivité du virus diminue aprés le traitement aux rayons ultra- 


violets plus rapidement que l’activité « cytolytique ». Cette méme acti- 
vité paratt étre accrue aprés dialyse. 


Henle [4], Russel et Morgan [5] proposaient le nom de « cytolysin » 
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pour désigner le facteur responsable de la formation du syncytium. 
Cette désignation ne parait pas justifiée 4 la lumiére des renseigne- 
ments actuels. Ce nom implique une relation étroite entre le phénomeéne 
d’hémolyse et la formation du syncytium, ce qui n’est nullement 
démontré. 

Au reste il ne s’agit pas de véritable cytolyse, car les noyaux consti- 
tuant le syncytium peuvent fixer un adénovirus (fig. 2). Les noyaux 
présentent alors les inclusions éosinophiles intranucléaires provoquées 


x 


oy 


Fic. 2. — Inclusion due a Vadénovirus type 7 infectant secondairement un noyau 
inclus dans le syncytium proyoqué par Myzovirus parainfluenzae III (souche EA 102). 


par ce virus aux stades précoces de son évolution. Le nom de syncytine 
est proposé pour désigner le facteur syncytio-formateur, ce nom ne 
préjugeant pas du mécanisme de Ja formation syncytiale. 


Résumé. — Une corrélation est faite entre la multiplication du Myzo- 
virus parainfluenzae III (souche EA 102) en cycle unique et la forma- 
tion de syncytium en culture cellulaire KB. De vastes plages syncytiales 
contenant 30 a 40 noyaux sont observées & la fin de la période d’incu- 
bation avant l’apparition de virus infectieux. Les rapports de ce phéno- 
méne avec l’hémagglutination et, en particulier, avec ]’hémolyse virale 
sont discutés. Des arguments sont présentés en faveur de l’hypothése 
de l]’élaboration d’une substance intracellulaire pendant la période 
a’éclipse du virus responsable de la formation des syncytiums. 
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SUMMARY 


A) YIRUS-INDUCED FACTOR PROVOKING THE FORMATION OF SYNCYTIA 
IN TISSUE CULTURES. 


Multiplication of Myzovirus parainfluenzae III (strain EA 102) during 
a one cycle growth is correlated with the formation of syncytium in 
tissue culture of KB cells. Large syncytial areas containing 30-40 nuclei 
are observed at the end of the eclipse period before appearance of 
infectious virus. Elaboration of an intracellular substance is suggested 
to explain this phenomenon. Lack of correlation with hemagglutination 
and viral hemolysins is discussed. 
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ETUDE COMPARATIVE DES REACTIONS 
AVEC ANTIGENES TREPONEMIQUES ET LIPIDIQUES 
DANS LE LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN 


par A. HAMELIN et A. VAISMAN. 


(Institut Alfred-Fournier, Paris) 


Un grand nombre de travaux relatent les sensibilité et spécificité 
comparées des divers tests utilisant les antigénes tréponémiques, test 
d’immobilisation (T. P.I.), réaction de fixation du compiément avec 
antigéne Reiter (R.P.C.F.) et antigéne T. pallidum pathogéne 
(T. P. C. F.), avec la sérologie classique lipidique (B.-W.) effectuée sur 
des sérums ; mais en ce qui concerne le liquide céphalo-rachidien, la 
comparaison de ces différents types de réaction a été trés peu étudiée. 
Quelques publications de Nelson, Zheutlin, Diesendruck et Austin ane 
de Durel, Borel et Louis [2], de Zellman et Lutz [3], et de Miller, 
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Slatkin et Hill [4] portant sur les résultats du T. P. I. et de la sérologie 
classique dans les différents types de syphilis nerveuse font ressortir 
que le T. P. I. n’est pas obligatoirement positif dans le L. C.-R. A cette 
phase de la maladie. La positivité du T. P. I. dans le L. C.-R. permet de 
confirmer le diagnostic de syphilis nerveuse, mais sa négativité ne peut 
pas exclure ce diagnostic ; toutefois, ce n’est guére que chez les malades 
traités que l’on rencontre dans Je L. C.-R. des T. P. I. négatifs. 

En raison des faits que nous venons de rappeler, il nous a semblé 
intéressant de comparer entre eux non seulement le T. P.I. et la 
sérologie classique, mais aussi les autres réactions utilisant des antigénes 
tréponémiques, telles que le R. P. C.F. et le T. P.C. F. Notre étude 
porte sur 345 L. C.-R. qui ont été soumis A ces quatre types de réac- 
tions. Notre travail était achevé lorsque nous avons pris connaissance 
dune note de Kostant, Landy, Miller et Kelcec [5] portant sur 1’étude 
des T. P. C. F., R. P. C.F. et sérologie classique dans 187 L. C.-R., le 
T. P. J. n’ayant été pratiqué que sur 12 prélévements seulement. Leurs 
conclusions sont les suivantes : sur 96 sujets normaux, les T. P. C. F. 
et R. P. C.F. furent toujours négatifs et, de ce fait, ils leur octroient 
une spécificité de 100 p. 100. Sur 42 L.C.-R. de sujets en syphilis 
latente, 13 p. 100 furent positifs au T. P. C. F.. et 4 p. 100 au R. P. C. F. 
Sur 41 L.€.-R. de syphilis nerveuse, 91 p. 100 furent positifs au 
T. P. C. F. et 85 p. 100 au R. P. C. F. Ces résultats leur font dire qu’un 
T. P. Cc. F. ou R. P. GC. F. positif indique une atteinte présente ou passée 
du systéme nerveux, et qu'il n’y a donc aucune relation entre la 
réactivité de ces tests et l’activité du processus nerveux. Quant aux sujets 
en syphilis latente dont le L. C.-R. est positif, ils les classent dans le 
groupe des neurosyphilis asymptomatiques. 


TrecaniouE. — Tous les L. C.-R. que nous avons examinés ont été soumis 
au dosage de l’albumine, & l’examen cytologique et 4 la réaction du ben- 
join colloidal, mais pour faciliter la présentation de ce travail, nous ne 
rapporterons que les résultats du test de Nelson, du B.-W.-cardiolipine, 
du B.-W. avec antigéne Reiter ultrasonné et du B.W. avec antigéne 
T. pallidum pathogéne ultrasonné. 

Toutes ces réactions ont été effectuées avec des antigénes préparés dans 
notre laboratoire suivant Jes techniques qui ont été décrites dans des tra- 
vaux antérieurs [7]. 


Résuttats. — Nos résultats se répartissent comme suit : 

1° 273 L.C.-R. se sont révélés négatifs aux quatre types de réac- 
tions ; 

2° 60 L. C.-R. ont donné des résultats positifs concordants 4 toutes 
ces mémes réactions ; 

3° 12 L. C.-R. ont fourni des résultats discordants qui sont rapportés 
dans le tableau I. 


Les R. P.C. F. et T. P. C.F. se sont montrées les réactions les plus 
sensibles, puisqm’elles se sont révélées positives dans ces 12 cas. Le 
T. P. I. s’est montré quatre fois nettement positif et deux fois faible- 
ment positif, tandis que le B.-W.-cardiolipine n’a décelé que deux 
positifs et un douteux. 
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Tasieau I. 


N° du L.C.R. 


DISCUSSION ET coNcLUsION. — Sur le grand nombre de tests de Nelson 
que nous avons pratiqués depuis dix années nous n’avons jamais cons- 
taté, au cours d’une syphilis nerveuse évolutive, de T. P. I. négatif dans 
le L. C.-R. comme d’ailleurs dans le sang. Par contre, lorsque les malades 
ont été traités et stabilisés ou guéris, le T. P.I. peut devenir négatif 
plus fréquemment dans le liquide que dans le sérum [8]. Les réactions 
de fixation du complément avec antigénes tréponémiques Reiter ou tré- 
ponémes pathogénes sont en accord avec le T. P. I. dans la trés grande 
majorité des cas: 273 négatifs, 60 positifs concordants 4 toutes les 
téactions, et 6 positifs sur les 12 cas mentionnés dans le tableau I, ce 
qui donne sur les 345 L. C.-R. examinés un pourcentage de 98,5 p. 100 
de concordance. Quant A la sensibilité des R. P. C.F. et T. P. C. F., ces 
réactions se sont révélées encore plus sensibles pour le L. C.-R. que le 
T. P. I., puisque nous avons observé 6 cas positifs en plus a ces réac- 
tions. En ce qui concerne le B.-W.-cardiolipine, sa sensibilité et sa 
spécificité ont été trouvées largement satisfaisantes, puisque sa sensi- 
bilité ne fut en défaut par rapport aux T. P. C. F. et R. P. C. F. que dans 
10 cas et par rapport au T. P. I. dans 4 cas seulement (voir tableau I). 

De l’ensemble de ce travail on peut conclure que les R. P. C. F. et 
T. P. C.F. sont les deux réactions les plus sensibles pour l’étude du 
liquide céphalo-rachidien au cours de la syphilis nerveuse, ce qui est 
en parfait accord avec Jes constatations de Kostant et coll. 

Si, au cours des processus nerveux éyolutifs, le T. P. I. est toujours 
positif, la supériorité de sensibilité des R. P. C. F. et T. P. C. F. se mani- 
feste principalement dans les formes traitées, stabilisées ou guéries. 

RésumE. — Les auteurs ont soumis 345 liquides céphalo-rachidiens 
& quatre types de réactions en vue du diagnostic de syphilis nerveuse : 
test d’immobilisation (T. P.1.), B.-W.-cardiolipine, B.-W. avec antigéne 


Reiter (R.P. C.F.) et B.-W. avec antigéne T. pallidum pathogéne 
(abe anes BS) 


Les résultats obtenus montrent qu’au cours des processus nerveux 
évolutifs, le T. P. I. de méme que les autres réactions est constamment 
positif, alors que dans Jes formes traitées, stabilisées ou euéries, les 
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réactions R. P.C. F. et T. P.C. F. restent plus fréquemment positives, 
montrant ainsi une supériorité de sensibilité. 

Comparativement aux tests tréponémiques, le B.-W.-cardiolipine se 
montre légérement moins sensible, mais présente une trés bonne spéci- 
ficité. 


SUMMARY 


COMPARATIVE STUDIES ON REACTIONS TO '[TREPONEMA AND LIPIDIC ANTIGENS 
IN CEREBROSPINAL FLUID. 


345 cerebrospinal fluids have been submitted to four reactions, with 
a view to nervous syphilis diagnosis : Nelson’s test (T. P.I.), B.-W.- 
cerdiolipin, B.-W. with Reiter’s antigen (R. P. C. F.), and B.-W. with 
pathogenic Tr. pallidum antigen (T. P. C. F.). 

In the course of evolutive nervous processes, the T. P. I. as well as 
the other reactions, are always positive, whereas in treated, stabilized 
or cured disease, the R. P. C.F. and T.P.C.F. are more frequently 
positive, thus proving a higher sensitivity. 

The B.-W.-cardiolipin is slightly less sensitive than the Treponema 
antigens. but possesses a very good specificity. 
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UNE NOUVELLE TECHNIQUE D’ETUDE 
DU POUVOIR BACTERICIDE 
DES ASSOCIATIONS D’ANTIBIOTIQUES, 
DERIVEE DU “ TRANSFERT SUR CELLOPHANE ” : 
LA DISPOSITION EN CROIX 


par R. CLUZEL, R. VAURS, M. CLUZEL-NIGAY et M. VERNER. 


(Laboratoire de Bactériologie et Hygiéne, Faculté de Médecine, 
Clermont-Ferrand) 


La thérapeutique par associations d’antibiotiques peut et doit s’ap- 
puyer aujourd’hui sur des résultats expérimentaux du type bactério- 
statique et bactéricide. Il est classiquement admis que la bactériostase 
joue un role dans la plus grande partie des affections aigués traitées 
par les antibidtiques. Par contre, la bactéricidie tient une place impor- 
tante dans les infections chroniques comportant des foyers ot l’action 
des défenses de l’organisme est limitée. Pour étudier les phénoménes 
de bactéricidie le laboratoire clinique dispose d’un certain nombre de 
méthodes assez complexes, soit en milieu liquide, soit en gélose. Il y 
a dans ce domaine une supériorité trés nette des méthodes de diffusion 
en gélose (réplique sur velours, transfert sur cellophane) qui permet- 
tent d’étudier le comportement bactérien vis-a-vis de ]’association d’anti- 
biotiques, selon des concentrations décroissantes continues. 


La technique du transfert sur cellophane [4] a particuliérement 
retenu notre attention et nous nous sommes attachés & la modifier de 
facon 4 rendre possible par une méthode dérivée |’étude des associations 
par deux entre tous les antibiotiques auxquels un germe est sensible. 
Ceci revenait 4 trouver une technique permettant l’étude de plusieurs 


associations en un seul transfert. Nous avons finalement choisi le 
dispositif suivant. 
Préparation des tambours de cellophane. — On emploie de la cellophane 


de 0,03 mm d’épaisseur (type 400 N) qui est découpée en carrés de 
150 x 150 mm. Cette cellophane est humidifiée A chaud dans un bac et tendue 
fortement au moyen de deux bracelets de caoutchouc sur un anneau de 
verre pyrex de 105 mm de diamétre et 25 mm de hauteur, dont les tranches 
sont soigneusement rodées. Le tambour ainsi formé est placé dans une boite 
de Petri de 120 mm de diamétre, la cellophane reposant sur un disque de 
papier filtre légérement imbibé d’eau. L’ensemble est enveloppé de papier 
sulfurisé et stérilisé 4 l’autoclave. Ce tambour peut étre utilisé tant qu’il 
reste une certaine humidité dans la boite. 
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Préparation des boites. — On utilise des bandes de papier buvard 
(200 g/m?) de 45 x 5 mm, imprégnées avec les solutions suivantes, puis 
séchées ; 

Pénicilline .... 1000 UO/ml Carbomycine ... 800 ug/ml 
Streptomycine .. 1000 yg/ml Erythromycine .. 300 yg/ml 


Néomycine ..... 2200 yg/ml Spiramycine .... 1500 ug/ml 
Chloramphénicol. 1000 yg/ml Oléandomycine .. 800 ug ml 
Tétracyclines ... 100 g/ml 


Quatre bandes sont posées selon deux axes perpendiculaires sur une 
gélose préalablement coulée dans une boite de Petri de 120 mm de diamétre. 
Au centre de celle-ci a été placée dans le milieu encore liquide, une croix 
de laiton stérile dont les quatre ailettes ont 5 mm de longueur, 2 mm d’épais- 
seur, 10 mm de hauteur. Ce dispositif a pour but d’empécher une diffusion 
anarchique au centre de la boite des quatre antibiotiques les uns vers les 
autres et de permettre seulement leur diffusion dans la gélose, réalisant ainsi 
une association de deux antibiotiques pour chaque quart de la boite. On 
laisse diffuser les antibiotiques vingt-quatre heures 4 37°. 


Ensemencement et pose du tambour. — On 
retire de la boite les bandes de buvard ainsi 
que la croix de laiton et lon pose le tambour 

pao lees sur la gélose. On ensemence par flottage l’in- 
térieur du tambour de cellophane avec 1 cm’ 
dune dilution d’une culture de vingt-quatre 
t t heures variant entre le 1/10 et le 1/100. On 
aes a * [eer aT enléve alors soigneusement l’excés de liquide 
t 4 et Yon place la boite a l’étuve 4 37°, le cou- 
vercle étant remplacé par un disque de 

<| |— papier-filtre. 


Cullure et transfert. — Aprés six ou dix-huit 
heures on enléve le tambour et on le trans- 
fere sur une boite de Petri de 120 mm de 
diamétre contenant 50 cm? d’un milieu gélosé 
convenant le mieux 4 la croissance du germe 
étudié. Au bout de vingt-quatre heures, on 
observe la croissance éventuelle des survivanis 4 lVintérieur des quatre 
zones d inhibition en équerre produites par les bandes d’antibiotiques. Le 
tambour est alors retiré et placé dans un agrandisseur photographique 
9/12 cm, que nous avons modifié pour recevoir ces anneaux de verre. Ainsi 
ensemble peut-il étre trés simplement photographié, 4 titre de document 
a fournir au clinicien. 


ScHEMA 


Résuttats. — La lecture des images est analogue en tout point a celle 
des effets des associations par la technique classique du transfert sur 
cellophane. D’une facon générale l’indifférence sera un effet inchangé : 
les deux bandes imprégnées d’antibiotiques différents ayant été placées 
& angle droit, nous obtenons une croissance bactérienne réalisant égale- 
ment un angle droit dans le cas ot les deux antibiotiques agissent 
pour leur propre compte sans subir l’influence de l’autre. Si V’asso- 
ciation des deux antibiotiques potentialise réciproquement leur effi- 
cacité, on observe alors un angle qui est arrondi, plus ouvert, en 
quelque sorte un angle obtus, qui schématise ce que l’on appelle la 
synergie. Par contre, lorsque la présence de l’un des antibiotiques 
entrave ]’effet de l’autre, on obtient dans la région de l’angle une crois- 
sence bactérienne supérieure d ce qu’elle est en d’autres points. L’image 
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obtenue est alors celle d’un angle aigu, représentant ce que l’on est 
convenu de nommer antagonisme. 

Lors de l’étude des courbes d’effet bactériostatique des associations 
G’antibiotiques, Patte et coll. [3] ont défini différents types de courbes 
objectivant des effets favorables : addition, potentialisation, synergie. il 
ne semble pas qu’en maitiére d’action bactéricide [2] il soit possible de 
séparer l’addition de la synergie avec la méme rigueur que pour la 
bactériostase : l’ensemble des actions d’une association donnant un 
effet supérieur aux deux constituants est appelé synergie. 


Cm 


Il sera aisé de constater d’aprés les résultats photographiques 
ci-joints le caractére conmcret de ces notions. Sur la figure 1 nous 
voyons l’application du dispositif en croix & une souche de staphylo- 
coque pathogéne isolée chez le malade B... Les associations envisagées 
sont les suivantes: érythromycine (E)-carbomycine (Cm), E-oléando- 
mycine (Ol), spiramycine (Sr)-Cm, Sr-Ol. Ces quatre associations sont 
synergiques, mais l’effet du tandem E-Ol est nettement supérieur 
aux trois autres associations. 


La figure 2 représente les associations E-Ol, E-Sr, Cm-Ol et Cm-Sr 


sur une souche de staphylocoque pathogéne provenant du malade S... 
Les résultats sont les suivants: Cm-Sr: indifférence. E-Sr, E-Ol et 
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Cm-Ol constituent trois associations antagonistes dont la plus typique 
est l’effet défavorable de la combinaison E-Sr,. 

Bien entendu, les courbes doivent étre interprétées en fonction du 
nombre des survivants A chacun des antibiotiques : une association 
indifférente de deux antibiotiques qui ne laisserait aucun survivant 
reste préférable A une association Synergique de deux antibiotiques 
permettant chacun le développement d’un nombre important de sur- 
vivants. Cette notion de bactéricidie absolue est parfaitement visible 
sur les clichés. 


Il semble donc que cette nouvelle technique puisse permettre dans 


Fic. 2, 


la pratique la réalisation de toutes les associations possibles entre les 
différents antibiotiques auxquels Ja souche est sensible et ainsi mettre 
4 la disposition du clinicien des documents précieux dans 1’orienta- 
tion de l’antibiothérapie la plus adéquate. 


Résumeé. — Les auteurs ont mis au point une nouvelle méthode per- 
mettant ]’étude du pouvoir bactéricide de quatre associations d’anti- 
biotiques sur une seule boite de Petri. Le principe est celui du transfert 
sur cellophane: la disposition en croix des bandes d’antibiotiques 
réalise quatre angles droits, alors que la méthode initiale du transfert 
sur cellophane ne comporte que deux antibiotiques disposés 4 angle 
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droit. Les résultats sont aisément photographiés & aide d’un agran- 
disseur modifié a cet effet. 

Cette technique facilite 1’étude des associations par deux entre tous 
les antibiotiques auxquels un germe est sensible et ainsi l’orientation 
de l’antibiothérapie. 


SUMMARY 


A NEW TECHNIQUE FOR THE STUDY OF THE BACTERICIDAL POWER 
OF ANTIBIOTIC ASSOCIATIONS 
DERIVED FROM « TRANSFER ON CELLOPHANE »)) ? CROSS DISPOSITION. 


The authors have designed a new method in order to study the bac- 
lericidal power of four antibiotic associations with only one Petri dish. 
The principle is the same as that of transfer on cellophane : the anti- 
biotic strips set out in the arrangement of a cross give rise to four 
right angles, while the initial method of transfer on cellophane 
involves only two antibiotics set at right angles. 

The results can be easily photographed with an enlarger specially 
modified for this purpose. 

This technique facilitates the study of associations in pairs between 
all antibiotics to which a strain is sensitive, and thereby the choice 
of antibiotherapy. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de VInstitut Pasteur : 


Diagnostic de la diphtérie sur culture de tissus, par J. Anpré, 
G. AupEBAUD et L. CHAMBON. 


Isolement et entretien en lignée continue d’une souche 
de cellules provenant d’un exsudat péritonéal de lapin 
(souche EPL), par Le Quan Sane et J. Maurin. 


Action des ultrasons sur les propriétés biologiques du virus 
de la grippe, par Ci. Hannoun, R. O. Prupnomme et J. Grontinr. 


La multiplication des formes L, par J. Roux. 


Observations sur certaines propriétés du facteur sérique Gma, 
par M™° L. Popniacnour, A. Eyqurm et F. Jacquerine. 
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Etude comparative des milieux complexes favorisant les fer- 
mentations glucidiques des Pseudomonas, par M. Viron et 
R. CHATELAIN. 


Etude de l’évolution de la bactériémie dans onze cas de sal- 
monellose traités, par R. Ranpriamponotona et A. Donn. 


Hypophyse et typhoide expérimentale du rat blanc, par 
L. Cuepip, F. Boyer et M™° F. Popainnatr. 


ERRATUM 


Numéro de février 1960, p. 309. Note « Titrage des sérums anti- 
venimeux », sixiéme ligne : 

Au lieu de: Institut Pasteur, Annexe de Garches, 

Lire : Institut Pasteur, Annexe de la rue d’Alleray. 


AVIS 


Le I? Congrés International d’Histochimie et de Cytochimie se tien- 
dra & Paris, du 28 aotit au 3 septembre 1960. 

Pour tous renseignements, s’adresser au D™ R. Wegmann, secrétaire 
général, Institut d’Histochimie médicale, 45, rue des Saints-Péres, 
Paris (6°). 


LIVRES REGUS 


R. Hazard et J. Cheymol. — Actualités phamacologiques, 12° série. 1 vol. 
286 p., Masson, édit., Paris, 1959. 


Les professeurs R. Hazarp et J. Curymon présentent dans cette dou- 
ziéme série des Actualités Pharmacologiques, huit revues d’un trés grand 
intérét. 

Trois d’entre elles sont consacrées 4 la Pharmacologie des sUBSTANCES 
psycHorropes. J. R. Borsster classe et commente de facon pertinente 
les méthodes d’étude des agents tranquillisants (bibliographie : 1 005 
références), R. Hem rapporte les recherches anciennes et récentes sur 
les agarics hallucinogénes du Mexique, auxquelles, on le sait, il a large- 
ment contribué. J. Livy étudie, dans toute leur complexité, les pro- 
blémes de l’intervention de la sérotonine dans les processus mentaux. 
Trois autres revues sont consacrées aux HORMONES : J. J. BoucKarRT pose 


Annales de VInstitut Pasteur, 98, n° 6, 1960. 60 
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clairement les problémes de la participation, directe et indirecte des 
hormones dans les hypertensions, expérimentales et cliniques ; F. Stu- 
rinsky résume les acquisitions récentes dans le domaine des hormones 
neuro-hypophysaires et des corrélations entre neurohypophyse et surreé- 
nales, et A. Tucumann-Dupressis, traitant des propriétés biologiques de 
hormone somatotrope, en montre les perspectives thérapeutiques. 

Enfin, L. Caevirtarp et H. Giono présentent leurs travaux dans le 
cadre d’une excellente revue de la pharmacologie de l’acide nicotinique 
et de ses dérivés et A. Certetri, H. Emmenecer et H. Sraneuin, ]’état de 
leurs recherches personnelles sur les propriétés antimitotiques des sub- 
stances dérivées de la podophyllotozine. 

La compétence de chacun des auteurs — bien connue de leurs col- 
légues — garantit la haute valeur de ces diverses conférences : elles sont 
riches en notions fondamentales et en détails précis qui s’harmonisent 
en une synthése claire ; pour tout chercheur ou clinicien intéressé par 
les bases pharmacodynamiques de la thérapeutique, ce tome des Actua- 
lités Pharmacologiques représente, une fois de plus, un livre a lire et, 
ensuite, A consulter fréquemment. Sede 


E. Lederer. — Chromatographie en chimie organique et biologique. 
Vol. I. Généralités et applications en chimie organique. 671 p., 
Masson et Ci, édit., Paris, 1959. 


Cet intéressant ouvrage de la collection des Monographies de Chimie 
organique (compléments au Traité de chimie organique de Grignard) 
comprendra deux volumes : Volume I: Généralités et applications en 
chimie organique. Volume II : Chromatographie en chimie biologique. 

Chaque chapitre a été rédigé, sous la direction du _ professeur 
EK. Leperer, par un spécialiste qualifié. Il constitue sur le plan inter- 
national le premier ouvrage pratique, directement utilisable au labo- 
ratoire, traitant simultanément les problémes de la chromatographie 
sur colonne et sur papier d’une part, et des chromatographies d’adsorp- 
tion, d’échange d’ions, de partage et de « relargage » d’autre part. 

Le volume I, seul paru a ce jour, comprend des chapitres de généra- 
lités sur la chromatographie d’adsorption (P. Caoviy), d’échange d’ions 
(H. Buc), de partage (P. BouLancer et G. BiserTE), en phase gazeuse 
(P. Crovin et J. Lesser), sur l’emploi des radio-isotopes en chromato- 
graphie (J. Rocue, S. Lissrrzxy et R. Micue), et des monographies sur 
lapplication de la chromatographie a 1’étude des hydrocarbures 
(M. Brsroucerr), des alcools, aldéhydes, cétones (E. Demon), des phé- 
nols, amines, composés nitrés (P. Drerricn), des acides (J. AssELinEAv), 
des alcaloides (J. M. Janor et A. Le Mir), des composés halogénés 
(E. LepererR), des colorants (O. A. Sramm et H. Zonzincer), des stéréo- 
isomeéres (J. Jacques et H. B. Kagan). 

Outre la description détaillée de techniques expérimentales et une 
abondante bibliographie, on trouvera, dans ces chapitres, des dispositifs 
inédits journellement utilisés dans divers laboratoires de recherches. 
Par sa clarté, la simplicité et l’uniformité de sa rédaction, cet ouvrage 
facilement utilisable, est appelé 4 rendre de grands services A ceux qui 
désirent employer la chromatographie pour résoudre leurs problémes 
d’analyse. Reale Me 
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P. Denys. — La dissociation électrolytique de l'eau extracellulaire. 
Perturbations et traitement. 1 vol., 180 p., Masson, édit., Paris, 
1959. 


Ce livre a pour but de donner une description des divers types de 
déséquilibre acido-basique qui se rencontrent chez l’enfant et d’en 
préciser la pathogénie et le traitement. 

L’auteur a d’abord rappelé les caractéristiques de la structure électro- 
lytique des liquides extra et intracellulaires et les mécanismes qui main- 
tiennent le pH. Il a de plus précisé les concepts d’acidité et d’alcalinité 
Aéinsi que les phénoménes qui s’y rattachent. Les déséquilibres acido- 
basiques sont illustrés 4 l’aide de représentations graphiques suivant 
des diagrammes a double échelle. Les grandes divisions de l’ouvrage 
sont ainsi libellées : 

La dissociation électrolytique de l'eau, celle'de l’eau extracellulaire, 
le milieu intracellulaire, les perturbations de la dissociation. 

Enfin le traitement des équilibres acido-basiques a été exposé chaque 
fois & la lumiére de cas cliniques. 

Ainsi concu, cet ouvrage trés clair rendra certainement service a 
ceux qui n’ont pu suivre Vévolution des connaissances dans ce domaine 
durant les dernié¢res années. ING 1B 


A. Largan et C. Huriet. — L/électrocardiogramme dysmétabolique. 
Perturbations ioniques et électrogramme. 1 vyol., 222 p., 29 fig. et 
10 tableaux, Masson, édit., Paris, 1959. Prix : 25 NF. 

Les études expérimentales récentes dans le domaine de _ 1’électro- 
physiologie cellulaire ont mis en évidence le réle majeur des concentra- 
tions ioniques dans la production des phénoménes électriques liés 
a lactivité cellulaire. 

Cette notion permet de comprendre les modifications de 1lélectro- 
cardiogramme dysmétabolique. Les altérations électrocardiographiques 
liées au déséquilibre potassique constituent un reflet des variations du 
eradient potassique. Elles constituent de plus un reflet d’un déséqui- 
libre humoral et d’une perturbation du métabolisme cellulaire. 

L’action des différents ions potassium, calcium, magnésium est expo- 
sée. Les variations de ce dernier ne semblent pas entrainer des variations 
importantes en clinique. 

Ainsi l’électrocardiogramme mérite d’avoir une place de choix parmi 
les méthodes d’étude des perturbations métaboliques. A. E. 


Les isotopes radioactifs. Rapports présentés au XXIII® Congrés de Méde- 
cine de Lausanne, 1959. 1 vol., 113 p., Masson, édit., Paris, 1959. 


Ces rapports font le point dans les principaux domaines d’application 
des radio-isotopes artificiels en médecine, a savoir : Vutilisation de l’iode 
radioactive (Rocue et MrcHex) ; 1’étude du métabolisme des électrolytes 
chez homme (Mmuaup, Loizeau et Nacanr) ; l’histo-autoradiologie des 
acides nucléiques (Bracuer) ; l’exploration des voies biliaires (CHEvat- 
LIER) ; l’hématologie (HEMMELER) ; la mesure du flux sanguin hépatique 
a Vaide d’albumine iodée dénaturée (ALPERN et ses collaborateurs). 

Ces mesures, parfaitement 4 jour, seront de la plus grande utilité 
pour tous ceux qui travaillent dans ces domaines divers. G. M. 
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Enquétes immunologiques et hématologiques. Rapport d’un groupe 
d’étude. Organisation Mondiale de la Santé : Série de Rapports 
techniques, 1959, n° 181, 39 p. Prix : 1/9, $ 0,30 ou Fr. s. 1. Egale- 
ment publié en anglais et en espagnol. (Dépositaire pour la France, 
Librairie Masson, Paris.). 


Le rapport du Groupe d’étude de 1’0.M.S. propose une nouvelle 
extension logique des enquétes immunologiques et hématologiques. 

En effet, les enquétes sérologiques sont utilisées pour réunir les ren- 
seignements sur la distribution de certains agents infectieux et l'état 
d’immunité des populations. 

Dans les échantillons de sang collectés, il existe en plus des anticorps 
de nombreuses substances intéressantes jouant un rdéle dans la nutri- 
tion, les maladies chroniques, les affections hématologiques, ou impor- 
tantes pour la connaissance de la génétique humaine. 

Ce rapport donne des indications détaillées sur les modes d’échan- 
tillonnages des populations et sur les techniques 4 employer pour récol- 
ter, expédier et traiter les échantillons de sang nécessaires aux enquétes 


polyvalentes. 
Il souligne l’importance que présente la constitution des collections 
internationales de sérum. IN Ne 


Conférence technique européenne sur les infections et les intoxications 
alimentaires. Rapport. Organisation Mondiale de la Santé : Série 
de Rapports techniques, 1959, n° 184, 20 p. Prix: Fr. s. 1,--, 1/9 
ou $ 0,30. Publié également en anglais et en espagnol. (Dépositaire 
pour la France, Librairie Masson, Paris.) 


Maladies transmissibles dans les établissements d’enseignement. Etude 
de législation sanitaire comparée. Tirage 4 part du n° 2 du vo- 
lume 10 du Recueil international de Législation sanitaire. Organi- 
sation Mondiale de la Santé, Genéve, 40 p. Prix: Fr. s. 2,--, 3/6, 
$ 0,70. Publié en francais et en anglais. (Dépositaire pour la France, 
Librairie Masson, Paris.) 


Contribution a l’étude de l’action des surfactifs de synthése sur l’orga- 
nisme (Publication du Comité Frangais de la Détergence). 1 vol., 
65 p., Comité Francais de la Détergence, 70, Champs-Elysées, 
Paris, édit. 


Cette mise au point réunit quatre monographies dont les auteurs sont 
R. Barras, R. Corson, P. Jory et R. Marrin. 

Dans la premiére, qui est la plus développée, l’auteur, aprés avoir 
énumeéré les principaux types de détergents anioniques d’usage courant, 
passe en revue les divers griefs adressés & ces produits en matiére de 
dermatoses, en particulier les effets dits de détergence, l’eczéma et 
l’intolérance. L’accent est mis sur les divers facteurs qui influencent 
ces effets, tels, par exemple, la concentration, la sensibilisation, la lon- 
gueur des chaines, l’association avec des adjuvants, le pH, la durée de 
contact, la température, etc. Leur importance relative dépend de l’usage 
qui est fait des détergents : ménager, industriel ou hygiénique. Les 
mécanismes d’action sur la peau sont analysés et les principaux tests 
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utilisés pour détecter les différents effets sont décrits. Cette étude conduit 
l’auteur 4 indiquer quelques mesures simples de traitement et de pro- 
phylaxie des troubles pouvant étre provoqués par l’emploi des détergents. 
L’examen des statistiques montre d’ailleurs que la nocivité des produits 
utilisés est négligeable lorsque des précautions convenables sont prises. 

La seconde note est consacrée 4 la toxicité par ingestion, par voie 
transcutanée et par action locale des détergents anioniques de synthése. 
Cette toxicité générale est faible. 

Les deux derniéres notes sont relatives aux mémes problémes en ce 
qui concerne les détergents cationiques et non ioniques. Les conclusions 
sont les mémes que dans le cas des détergents anioniques, sauf toutefois 
pour les cationiques qui semblent moins bien tolérés lorsque sont 


dépassées les doses habituelles d’utilisation. Mews 
A. H. Gale. — Epidemic diseases. 1 vol. broché, 159 p., Pelican Books, 


édit., Londres. Prix: 3/6. 


Dans ce petit livre d’histoire des maladies contagieuses, Gale envisage 
’ propos de chacun des grands fléaux (peste, grippe, choléra, diphtérie, 
etc.) lorigine, le cours et les effets des épidémies et les essais entrepris 
pour les combattre. Bien que la documentation dont il s’est servi soit 
essentiellement anglaise, ce livre présente un intérét documentaire pour 
les microbiologistes et les hygiénistes. Ibi, th 


H. J. B. Atkins. — Tools of biological Research. 1 vol., 183 p., Blackwell, 
Solin, Orsicivel, Use) Wiebe Ss Sif Go axel 


Les moyens d’étude en recherche biologique. Cet ouvrage de 183 pages, 
avec 113 figures, comprend dix chapitres : Interprétation des résultats. 
Photométrie 4 flamme. Electromanométrie. Culture de tissus. Trans- 
plantation de tissus. Microscopie électronique. Microscopie en contraste 
de phase et en interférence. Electrophorése. Rayons X. Spectrométrie de 
masse. Chaque chapitre suivi de bibliographie est traité par un spécia- 
liste qui explique le principe de chacune de ces méthodes et les services 
qu’elle peut rendre. C’est en somme un recueil d’articles de vulgari- 
sation M. V. 


R. Cruickshank et A. A. Glynn. — Rheumatic fever. 1 vol., 193 p., 
Publication du C. I. O. M. 8. Distributeurs pour la France : 
Masson et C'*, Paris. 

Comptes rendus d’un « séminaire » tenu au Centre International de 
l’Enfance, a Paris en 1956, sur le rhumatisme articulaire aigu et auquel 
participaient 4 la fois des cliniciens et des biologistes. La gravité des 
complications du R. A. A. de V’enfant et leur fréquence justifient une 
telle réunion internationale. Les communications sont classées dans 
quatre grands chapitres : La biologie du streptocoque hémolytique du 
groupe A. L’épidémiologie des infections dues a ce streptocoque (en 
dehors du rhumatisme articulaire). L’épidémiologie du rhumatisme 
articulaire aigu ; dans ce chapitre les communications sont rassemblées 
en deux groupes : les arguments en faveur du rdle du streptocoque du 
groupe A dans le R. A. A. et les facteurs autres que 1’infection strepto- 
coccique dans ]’étiologie du R. A. A. Le dernier chapitre est consacré a la 
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prévention du R.A. A. : prévention de la premiére atteinte et des 
rechutes. 

Cet ensemble de communications fait le point de la question 4 un 
moment donné. Les notions apportées sont encore valables dans leur 
ensemble. Marve 


V. W. Cochrane. — Physiology of fungi. 1 vol., 524 p., John Wiley and 
Sons, édit., New-York, 1958. Prix : $ 9,75. 


t 


Les ouvrages modernes traitant de la physiologie des champignons sont 
assez peu nombreux encore pour qu’on les remarque tout spécialement. 
Celui que nous présente V. W. Cochrane mérite beaucoup de louanges. 
C’est assurément le livre qui résume le mieux les connaissances actuelles 
dans les divers domaines de la physiologie des organismes fongiques 
et actinomycosiques. Dans chacun des quatorze chapitres de l’ouvrage, 
l’auteur présente de facon critique, les résultats les plus récemment 
acquis, en les comparant toujours 4 ceux obtenus avec d’autres orga- 
nismes. Il serait fastidieux de passer en revue les divers chapitres du 
livre. Il suffit de dire que les sujets abordés sont ceux qui préoccupent 
toujours les physiologistes, mais qu’ils s’appliquent ici aux champi- 
enons et aux actinomycétes : croissance et nutrition, métabolisme, phé- 
noménes respiratoires, reproduction, action des agents chimiques et 
physiques. Les problémes physiologiques que posent plus spécialement 
les champignons parasites de l’>homme et de l’animal trouvent égale- 
ment une place dans ce livre. Les centres d’intérét sont présentés trés 
clairement. Les chapitres sont eux-mémes divisés en sous-chapitres net- 
tement marqués et il est toujours facile au lecteur de trouver le point 
particulier qu’il désire étudier. Chacun des chapitres est, de plus, suivi 
d’une bibliographie récente et fort compléte du sujet traité, ce qui 
permet aisément a qui le désire, de trouver la publication donnant de 
plus amples précisions. Au total, c’est un excellent ouvrage qui sera 
utile 4 la fois a l’étudiant comme au chercheur cheyronné. 

Eee Me 


W.S.L. Russell et R.L. Burch. — The principles of human ezperi- 
mental technique. 1 vol., 328 p., Methuen and C®, édit., Londres, 
19595 Prix) 30%s: 


Cet ouvrage trés particulier traite un sujet qui intéressera les expéri- 
mentateurs puisque c’est tout le probleme de l’expérimentation sur 
Vanimal qui est posé et linfluence que peut avoir l’attitude de 1l’opéra- 
teur et de l’entourage de l’animal sur le comportement de celui-ci. 

Ainsi sont passées en revue les conséquences des changements de 
régime et l’influence de la claustration, des changements d’habitat qui 
expliquent les véritables syndromes psychosomatiques qu’on peut obser- 
ver sur l’animal en expérimentation. 

Un volumineux index de références bibliographiques complete cet 
ouvrage en méme temps que de nombreuses tables donnant une classi- 
fication des différents types de recherches effectuées chez l’animal. 

INA 18 


| 
| 
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L. J. Witts. — Medical surveys and clinical trials. Some methods and 
applications of group research in medicine. 1 yol., 328 p., Oxford 
University Press, 1959. Prix : 35s. 


Jusqu’a une période relativement récente, les études de médecine cli- 
nique ont concerné des malades pris isolément. Durant ces derniéres 
décennies, on a vu se développer une nouvelle technique d’études cli- 
niques concernant les individus en groupe. L’ouvrage présenté, qui est 
le premier écrit sur ce sujet, définit ce nouveau domaine et illustre les 
concepts et méthodes employées. Il a été écrit spécialement pour le clini- 
cien, il intéressera aussi les praticiens et les médecins consultants ainsi 
que les biologistes ou épidémiologistes. I] signale aussi les différents 
écueils rencontrés au cours de l’essai d’une nouvelle thérapeutique et 
la nécessité d’une étude clinique. 

La premiére partie de Vouvrage décrit les méthodes et les principes 
généraux, le diagnostic, les études rétrospectives et les observations sur 
de longues périodes, examine le probleme des volontaires, des sujets 
témoins, des placebos, ainsi que les renseignements fournis par les 
réponses des malades. 

La deuxiéme partie énumére les applications de cette technique aux 
différentes branches de la médecine clinique, notamment la génétique, 
le développement de l’enfant et les affections respiratoires et cardio- 
vasculaires, les rhumatismes inflammatoires chroniques, la psychiatrie, 
le cancer, les maladies tropicales. 

Chaque chapitre se termine par une liste de références bibliogra- 
phiques. 

Ce nouvel aspect des études de groupes intéressera de nombreux 
lecteurs. A. E. 


F. C. Steward. — Plant physiology. A treatise. Vol. II : Plants in relation 
to water and solutes. 1 vol., 758 p., Academic Press, New-York et 
Londres, 1959. Prix: $ 22. 


Lorsqu’il sera complet, ce traité de physiologie végétale comprendra 
sept volumes groupés en trois sections : 1° Physiologie cellulaire et 
problémes relatifs & l’eau et aux substances dissoutes (3 volumes). 
2° Nutrition et métabolisme (2 volumes) ; 3° Croissance et déve- 
loppement (2 yolumes). Ce second volume est consacré a l'étude 
a) des rapports entre l’eau, les substances en solution d’une part 
et les cellules végétales d’autre part; b) des mouvements de l’eau 
chez les végétaux ; c) de l’économie de l]’eau dans la plante. Les 
probleémes abordés dans les divers chapitres du livre sont étudiés 
tres en détail par d’éminents spécialistes. Le chapitre I traite de la 
membrane cellulaire, de sa résistance 4 la pénétration et de son 
aptitude au transport de substances dissoutes ; il est rédigé par R. Cox- 
LANDER. Le second chapitre di a T. A. Benner-CLarKx est consacré aux 
diverses relations entre la cellule et |’eau, alors que le troisi¢me chapitre 
(O. V. S. Hearn) traite plus spécialement des relations entre l’eau et les 
stomates. Le chapitre IV, de F. C. Srewarp et J. F. Surciirre est consa- 
cré aux problémes posés par les relations entre le végétal et les sels 
minéraux. Dans les chapitres V et VI respectivement rédigés par C. A. 


940 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Swanson et O. Brounen, on étudie les problémes soulevés par le trans- 
port dans la plante des substances dissoutes, minérales et organiques. 
Le chapitre VII enfin (P. J. Kramer), traite de la transpiration et de 
1’économie de l’eau. Cet excellent livre, partie du grand ensemble actuel- 
lement en chantier, se révélera un outil extrémement utile au physio- 
logiste. ieee 


H. von Wolffersdorff. — Keratoconjunctivis epidemica. 1 vol., 115 p., 
42 fig., Verlag Georg Thieme, Leipzig. 


La kératoconjonctivite sévit en Europe depuis 1958 de fagon assez 
extensive, puisque plus de 16000 cas ont été observés dont la trés 
grande majorité en Allemagne. Deux autres foyers sont trés importants : 
dans les Indes et & Hawai. 

Cette petite monographie passe en revue les différents problémes épi- 
démiologiques, thérapeutiques et prophylactiques. 

Un chapitre spécial concerne l’isolement et identification du virus 
responsable et l’intervention de facteurs exogénes dans 1]’épidémie de 
Glauchau. An eE: 


J. Borges de Sales. — Contribucao ao Estudo dos Metodos bacteriologicos 
indicados na Pesquisa de Portadores de « Corynebacterium diphihe- 
riae ». 1 vol., 128 p., Imprensa universitaria do Ceara, Brésil. 


Les ataraxiques et les hallucinogénes en psychiatrie. Rapport d’un groupe 
d’étude. Organisation Mondiale de la Santé: Série de Rapports 
techniques, 1958, n° 152, 76 p. Prix: Fr. s. 2,--, 3/6 ou $ 0,60. 
A paru également en anglais et en espagnol. (Dépositaire pour la 
France, Librairie Masson, Paris). 


P. Miescher et K. 0. Vorlaender. — Immuno-pathologie clinique et expé- 
rimentale. Avec la collaboration de M. Allgower (Coire), A. Eyquem 
et P. Grabar (Paris), A. Hassig (Berne), L. Hollander et L. Hulliger 
(Bale), C. Lapresle (Paris), A. Miescher (Bale), K. Rother (Fribourg), 
H. Sarre (Fribourg), A. Schrader (Munich), H. Schubothe (Fri- 
bourg), H. Stirnemann (Berne). Edition francaise sous la direc- 
tion de P. Grapar et A. Eyqurem (Collection de 1’Institut Pasteur), 
1 vol., 559 p., Editions médicales Flammarion, Paris, 1959. Prix : 
70 NF. 


L’étude de l’aspect immunologique des maladies a fait l’objet, durant 
ces dix derniéres années d’un nombre impressionnant de communica- 
tions. Le clinicien reste parfois déconcerté par certaines notions adaptées 
de l’immunologie expérimentale ou de l’immunochimie. Mais lorsqu’il 
en a compris le schéma simplifié, il a souvent tendance a appliquer ces 
nouvelles connaissances 4 l’analyse de certains syndromes. L’ouvrage 
publié d’abord en allemand et dont 1’édition francaise a été profondé- 
ment remaniée, réunit l’essentiel concernant chaque domaine de la 
pathologie, pour lequel les processus immunologiques sont admis. 
Chaque spécialiste connait en général assez bien les mécanismes immu- 
nologiques invoqués dans son domaine, mais il lui est souvent malaisé 
de se tenir au courant des différentes particularités intéressant les autres 
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chapitres de la pathologie. Ainsi hématologiste, spécialiste des anémies 
hémolytiques est rarement bien au courant de tous les problémes posés 
par l’ophtalmie sympathique ou la transplantation d’organes. A l’inverse, 
le spécialiste des maladies du rein est rarement au courant des pro- 
blémes immunologiques des pancytopénies. C’est pourquoi on doit 
reconnaitre lVintérét de cette monographie qui groupe un ensemble de 
chapitres traitant chacun une spécialité et rédigés par l’un des pionniers 
de ce domaine. 

Les bases expérimentales constituent les premiers chapitres de l’ou- 
vrage. Aprés un premier condensé des notions générales d’immunologie 
par P. Graspar, et une présentation du concept d’auto-immunisation 
par A. EyQuem, sont passés en revue les problémes posés par les anticorps 
érythrocytaires (A. Eyquem), anti-leucocytaires et anti-thrombocytaires 
(P. MrescHer), anti-rein (H. Sarre, K. Rorumr, K. O. VortaEnpER), ainsi 
que les anticorps hépatiques (K.O. VorLAENDER), encéphalotropes et 
neurotropes (A. ScHRADER) et les réactions tissulaires au cours des 
rhumatismes (K. O. VoRLAENDER). 


La deuxiéme partie est consacrée 4 1’étude clinique des différents syn- 
dromes. Un premier chapitre, rédigé par L. Hotnanper et H. Scnusorue, 
dont la compétence toute particuliére est reconnue, concerne les anémies 
hémolytiques acquises, et dont la qualité sera appréciée par la fine dis- 
section des syndromes individualisés. 

Le chapitre suivant groupe, en plus de 80 pages, l’essentiel de 
limmuno-hématologie des leucocytes et des thrombocytes. P. MiescHer 
y distingue, pour chacun des sous-chapitres, les réactions cytotropes et 
les réactions de type allergique. Le méme auteur traite aussi des 
purpuras vasculaires d’origine immunologique, comme la maladie de 
Schoenlein-Henoch, le purpura hyperglobulinémique de Waldenstré6m 
et le purpura fulminans. 

Aprés un court exposé sur les immuno-plasmopathies relevant des 
protéines ayant des fonctions anticorps correspondant a d’autres pro- 
téines sanguines par Hassia et StirneMANN, K. O. VorLAENDER étudie en 
détail les phénoménes immunologiques intervenant successivement au 
cours des affections rénales, des syndromes hépatiques et des affections 
rhumatismales. On peut regretter que les progrés effectués dans le 
domaine de la polyarthrite chronique évolutive n’aient pu étre men- 
tionnés, car ils étaient postérieurs a la rédaction du manuscrit. 

Il en est de méme du chapitre : aspect immunologique des affections 
thyroidiennes, qui a fait l’objet de développements récents particu- 
liérement importants, plagant les thyroides chroniques au premier plan 


= 


des affections 4 participation immunologique. 

Le chapitre du lupus érythémateux disséminé, rédigé conjointement 
par P. Mrescuer et K. O. Vortaenper, envisage tous les aspects de cette 
maladie, il constitue l’un des meilleurs ensembles avec celui des 
ophtalmies sympathiques et phaco-anaphylactiques (A. et P. MrescHer), 
dont les particularités sont mal connues. Les phénoménes immuno- 
logiques au cours des polynévrites et des maladies démyélinisantes, par 
A. ScHRADER, ainsi que les problémes posés par les homotransplanta- 
tions d’organes, par ALLGoweErR et Hutuicer, et ]’étude des anticorps anti- 
insuline, complétent trés heureusement ce développement panoramique. 
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Ainsi concue, cette monographie constitue une excellente mise au 
point qui intéressera aussi bien les spécialistes que le médecin de méde- 
cine générale ou le biologiste et leur permettra de prévoir 1’évolution 
de la médecine moderne. Neatly 


Ciba Foundation Symposium. on significant trends in medical research 
1 vol., 356 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1959. Prix : 50 s. 


Ce volume, édité & lVoccasion du dixiéme anniversaire de la Ciba 
Foundation, est particulitrement intéressant, tant par la valeur des 
collaborateurs que par les sujets traités, qui passent en revue les tout 
récents progrés faits dans divers domaines et en discute la valeur 
théorique et pratique. Dans cet ouvrage, qui commence par un article 
sur la structure moléculaire et se termine par une communication sur 
les facteurs influencant la recherche médicale aux Etats-Unis, il faut 
citer entre autres, 1’étude de F. M. Burner: « Population dynamics of 
body cells » ; celle de J. WatpEenstROM : « Genetics and medicine », de 
F.G. Youne : « The nature and mechanism of action of hormones », 
de A. Happow: «Malignant transformation, its mechanism and 
nature », etc. On peut considérer que cet ensemble de mémoires est 
vraiment représentatif de la recherche médicale moderne. Le titre du 
Symposium qui laissait A chaque participant la liberté de dire exacte- 
ment ce qu’il voulait et méme de s’aventurer sur le terrain de la 
spéculation, a permis, aussi bien dans les communications que dans 
les discussions qui les ont suivies, l’exposé d’idées et de théories qui ne 
sont pas la partie la moins intéressante de l’ouvrage. Ils. hs 


The lifespan of animals. Ciba Foundation colloquia on ageing. Vol. 
1 vol., 324 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1959. Prix : 48 


ior) 


7] 


Depuis 1954, la Ciba Foundation réunit tous les ans un Colloque dans 
le but d’encourager les recherches de gérontologie. Le présent volume 
est le cinquiéme de cette série. Aprés deux chapitres consacrés & la ques- 
tion chez l’homme, les treize autres envisagent le probléme chez les 
chevaux pur sang, chez le bétail, les mammiféres et les oiseaux ; on 
étudie l’artériosclérose chez les oiseaux, les modifications qui accom- 
pagnent le vieillissement chez les poissons, les insectes, les facteurs qui 
influencent la durée de la vie chez les abeilles, le réle de l’Age des 
parents sur la rapidité du développement et sur la longévité de certains 
insectes, etc. lal, SN, 


Medical radioisotopes scanning. 1 vol., 265 p., publié par The Inter- 
national Atomic Energy Agency, Kartner Ring, Vienne (Autriche), 
1959. 


Ce volume contient les rapports présentés A un séminaire organisé 

F : é see, : 
par Agence Atomique Internationale et l’Organisation Mondiale de la 
Santé. On y trouve diverses mises au point techniques et les résultats 


pratiques relatifs 4 cette méthode d’examen, qui se trouve en pleine 
évolution. Gave 
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M. A. Gerebtzoff. — Cholinesterases. A histochemical contribution to the 
solution of some functional problems. 1 vol., 195 p., Pergamon 
Press.) 1959e Prim 2955) s. 


L’auteur passe en revue, dans de nombreuses espéces animales, les 
localisations des deux types de cholinestérases (acétylcholinestérases et 
cholinestérases non spécifiques de l’acétyJcholine ou pseudo-cholinesté- 
rases). 

Les méthodes histochimiques ont mis en évidence des cholinestérases 
dans le systéme nerveux, les érythrocytes, les muscles striés et divers 
tissus des systémes digestif, respiratoire, urogénital, les glandes 
endocrines, etc. L’auteur essaie d’en préciser le réle par une étude 
morphogénétique et phylogénétique des localisations. La présence d’acé- 
tylcholinestérases au niveau des synapses neuroneuronales et neuro- 
musculaires plaide pour son intervention dans la_ transmission 
cholinergique au niveau du systéme nerveux, central et périphérique. 
Plusieurs localisations des acétylcholinestérases (par exemple : érythro- 
cytes de nombreux animaux, insertions tendineuses) restent par contre 
inexpliquées. 

Les pseudocholinestérases sont d’autre part trés largement distri- 
buées ; leur réle n’est pas connu. Cependant, la cholinestérase plasma- 
tique sécrétée par le foie semble liée 4 l’assimilation alimentaire ; il en 
est de méme pour celles excrétées par les glandes salivaires et le pan- 
créas ; il semble aussi qu’il y ait au niveau de plusieurs organes une 
corrélation générale entre ]’existence de ces enzymes et le métabolisme 
de la choline et des lécithines. ls als 


Animal Psychology Seminars. 1 vol., 146 p., Pergamon Press, 1959, 
Oxford, Londres, New-York, Paris. Prix : 25 s. 


Ce livre, publié sous les auspices de l'Union Internationale des Sciences 
Biologiques, rassemble les communications faites aux deux premicres 
réunions de la Section de Psychologie expérimentale et de comportement 
animal (Président : professeur Préron). Y sont analysées les relations 
existant entre l’apprentissage et les névroses expérimentales (J. Carn 
et J. Exrremer), entre le développement des réflexes conditionnés et 
celui des corps pédonculés chez les insectes (R. Brun). Le réle de divers 
facteurs qui influencent le comportement animal fait lVobjet d’études 
critiques : race et dressage chez Je chien (H.S. Lancretp), hormones 
chez la souris (E. Benrest-Norror), 4ge chez le trembleur paon (E. VALEN- 
Tin), réflexes conditionnés chez le chat, le bernard l’ermite et l’am- 
phioxus (J.T. Care). Les tropismes font aussi l’objet de plusieurs 
travaux (phototropisme, par J. Mepion1, qui étudie aussi la photo- 
réception extra-oculaire des limnées ; phototropisme et galvanotropisme, 
par B. Bonaventure ; galvanotropisme, par G. Vraup). Un article de 
G. Tatves montre que les comportements peuvent étre utiles a la classi- 
fication taxonomique, et celui de P. L. Broapaurstr étudie 1’émotivité 
du rat. Enfin, deux travaux de E. Hervrz et de B. Carno relatent des 
essais réalisés avec, d’une part des substances terrifiantes naturelles, 
d’autre part avec des tranquillisants de synthése. 

La participation des auteurs d’expression francaise est particulie- 
rement importante. ds dle 
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Genetics and Cancer. 1 vol., 459 p., University of Texas Press, Austin, 
1959. Prix : $ 8,50. 


Ce volume de 459 pages, rassemble différentes communications pré- 
sentées en 1959 au XIII®@ Symposium annuel consacré 4 la Recherche 
fondamentale du cancer. 

Les différents chapitres sont réunis en six groupes concernant succes- 
sivement les théories génétiques du cancer avec des exposés sur le 
plasmogéne, par Dartineron, sur la lysogénie et la transduction, par 
Wo .tMan et Jacos, et le rdle des mutations somatiques. 

Le deuxiéme groupe comprend les ADN du tissu normal et cancéreux, 
l’étude des acides nucléiques des agents inducteurs de tumeur, 1’action 
des radiations, par LATARJET. 

Le troisitme groupe concerne l’action des génes au cours de la 
croissance néoplasique, notamment l’action des génes et son lieu, la 
cytogénétique, les tumeurs, l’incompatibilité liée au sexe (par H*uscHKa), 
l’aspect génétique de la résistance des lignées de souris vis-a-vis de la 
leucémie L 1210. Le réle des virus et de l’héte dans le comportement 
de ceux-ci a été traité par SHopr. Les bases génétiques de la résistance 
cellulaire envisagent notamment la résistance des ceijlules tumorales 
aux antimétabolites. Les derniers chapitres concernent les relations 
entre l’hérédité et le cancer chez l’>homme. AH: 


Ciba Foundation Symposium. Biochemistry of human genetics. 1 vol., 
347 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1959. Prix : 50 s. 


Comme les volumes précédents de cette collection, celui-ci intéressera 
trés vivement les généticiens et les biologistes. On y trouve en effet non 
seulement des mises au point trés précieuses sur des sujets trés étudiés 
depuis quelques années, mais encore des documents extrémement 
récents. Parmi les chapitres les plus intéressants, notons : la galacto- 
sémie héréditaire, les types de cholinestérases, la transmission géné- 
tique de la sensiblité érythrocytaire & la primaquine, la transmission 
héréditaire des hémoglobines, la myoglobine foetale, la génétique des 
protéines plasmatiques, notamment les haptoglobines et les sidérophi- 
lines, les groupes globuliniques ainsi que les substances des groupes 
sanguins. 

Ces différents sujets ont été débattus au cours d’un Symposium tenu 
4 Naples, auquel ont contribué notamment Brenner, BURNET, CEPPELLINI, 
Gruss, Harris, Irano, LEDERBERG, Luria, MonTauenti, W. T. J. Morgan, 
NEEL, Rossi-FANELLI, SINISCALCO, SMITHIES. 

Il est impossible de donner un résumé des différents exposés, mais 
on peut seulement affirmer que le spécialiste trouvera intéressant chaque 
paragraphe de cette monographie Ike Bie 


G. Moustardier. — Microbiologie médicale. 2 vol. de 472 et 677 p. 
Maloine, édit., Paris, 1960. 


Ce précis de microbiologie médicale, rédigé par G. Moustardier, pro- 
fesseur de bactériologie a la Faculté de Médecine de Bordeaux, sera utile 
non seulement aux étudiants en médecine de troisiéme année, mais 
encore aux médecins praticiens qui ne peuvent suivre la rapide évolu- 
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tion de la microbiologie et qui y trouveront une mise a jour de nos 
connaissances en ce domaine. La deuxiéme édition de ce précis comprend 
deux volumes: le premier contient les notions de microbiologie géné- 
rale, d’immunologie, les techniques microbiologiques, la classification 
des bactéries. Le deuxiéme contient les études systématiques des bacté- 
ries aérobies, des anaérobies, des spirochétes et des virus. 

Ib) ie 


Tuberculose. Bulletin de Organisation Mondiale de Santé, 1959, vol. 21, 
n° 1, 144 p. [en anglais] (Dépositaire pour la France : Librairie 
Masson, Paris.) Prix: Fr. s. 6. 


Ce volume apporte deux travaux d’un grand intérét, réalisés en partie 
avec Vaide de 170. M. 8. Le premier, di & Grorn-PrerersEN, KnupsEn et 
Wi eek, étudie les bases épidémiologiques d’une éradication de la tuber- 
culose au Danemark. Une connaissance exacte des foyers d’infection, 
telle qu’elle est réalisée dans ce pays ot: existe un fichier central de 
tous les cas de tuberculose, permet de concentrer 1’effort de prophylaxie 
et de dépistage sur des groupes relativement restreints de sujets, d’ou 
une efficacité beaucoup plus grande de Ja lutte antituberculeuse. Le 
second travail, dtii principalement 4 Fox et Mircutson, étudie & Madras 
(Inde) les résultats comparatifs de la chimiothérapie antituberculeuse 
dans deux groupes de tuberculeux pulmonaires, les uns traités ambu- 
latoirement, les autres traités en sanatorium. En s’entourant de toutes 
Jes garanties d’efficacité du traitement (chimiothérapie d’excellente 
qualité ; étude, avant le début du traitement, de la sensibilité des 
bacilles aux agents antibacillaires ; effort de persuasion constant pour 
assurer la prise réelle des médicaments), les auteurs ont obtenu des 
résultats presque identiques dans les deux groupes. Ces résultats sont 
spectaculaires : 85 & 90 p. 100 de guérisons aprés un an de traitement. 
Etant donné que |’Inde ne posséde que 23000 lits pour tuberculeux 
alors que le nombre des cas de tuberculose évolutive y est estimé a 
1 500 000, ce travail revét une importance cruciale. (La méme situation 
épidémiologique existe dans un grand nombre de pays sous-développés.) 
Le travail comporte une étude bactériologique remarquable de 1]’évolu- 
tion de la tuberculose pulmonaire sous chimiothérapie correcte. 

Ge (. 


Groupe d’étude des problémes de santé mentale que pose l’automation. 
Rapport. Organisation Mondiale de la Santé: Série de rapports 
techniques, 1959, n° 183, 32 p. Prix: Fr. s. 1,--, ou $ 0,380. Publié 
également en anglais et en espagnol (Dépositaire pour la France : 
Librairie Masson, Paris). 


Normes pour les substances biologiques : 1. Normes générales relatives 
auz établissements producteurs et aux laboratoires de contréle. 
9. Normes relatives au vaccin antipoliomyélitique (inactivité). Rap- 
port d’un groupe d’étude. Organisation Mondiale de la Santé : Série 
de Rapports techniques, 1959, n° 178, 36 p. Prix : Fr. s. 1,--, 1/9 
ou $ 0,30. Publié également en anglais et en espagnol. 
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Normes pour les substances biologiques ; 3. Normes relatives au vaccin 
anti-amaril. 4. Normes relatives au vaccin anticholérique. Rap- 
port d’un groupe d’étude. Organisation Mondiale de la Santé: 
Série de Rapports techniques, 1959, n° 179, 49 p. Prix: Fr. s. 1,--, 
1/9 ou $ 0,30. Publié également en anglais et en espagnol. 

Normes pour les substances biologiques : 5. Normes relatives au vaccin 
antivariolique. Rapport d’un groupe d’étude. Organisation mon- 
diale de la Santé : Série de Rapports techniques, 1959, n° 180, 
26 p.. Prix : Fr. s. 1,--, 1/9 ou $ 0,30. Publié également en anglais 
et en espagnol (Dépositaire pour la France : Librairie Masson, Paris). 


M. Julia. — Wécanismes électroniques en chimie organique. 1 vol, 99 p., 
Gauthier-Villars, édit., Paris, 1960. Prix : 16 NF. 


La rapidité de l’évolution de la chimie organique impose la connais- 
sance de nouveaux éléments de base, souvent complexes. C’est un des 
grands mérites du professeur Marc Julia d’avoir su présenter, en une 
synthése large et précise, les notions actuelles de : liaisons chimiques, 
mésomérie et résonance, répartition des électrons dans la molécule (effet 
inducteur, effet mésomére). Ces notions sont appliquées 4 une étude 
des acides et des bases qui éclaire la signification des ions organiques 
carbanions et carbocations. D’autres chapitres exposent les principales 
réactions ioniques de la chimie organique, classées par processus électro- 
niques élémentaires : substitution nucléophile, élimination, addition, 
réactions du carbonyle ; enfin, les bases de la chimie aromatique ter- 
minent cet exposé que sa clarté désigne pour étre le livre de référence 
des chimistes soit de lVavenir, soit d’un passé suffisamment Jointain 
pour appeler, une sérieuse mise au point. ANingdiy whe 


A. L. Romanoff. — The avian embryo. Structural and functional deve- 
lopment, 1 vol., 1305 p., 426 p. The MacMillan Company, édit., 
New-York, 1960, 1960. Prix : $ 35. 


«The Avian Embryo » est l’ceuvre d’Alexis L. Romanoff, & qui nous 
devons également « The Avian Egg », publié en 1949. Ce livre de 1 305 
pages, dont 82 de bibliographie, comprend 13 chapitres: Les cellules 
reproductrices ; Fécondation et fertilité ; Premiére morphogénése ; Le 
systéme nerveux ; Les organes des sens ; Le systéme digestif ; Le systtme 
respiratoire ; Les systemes hémopoiétique, vasculaire et lymphatique ; 
Le coeur ; Le systéme uro-génital ; Les glandes endocrines ; Le squelette 
et les téguments ; Les membranes extra-embryonnaires. 


De nombreuses figures illustrent le texte. 


L’embryologie des oiseaux a suscité de nombreux travaux, particu- 
liérement au cours de ces derniéres années, mais il s’agissait surtout 
de travaux fragmentaires. A. L. Romanoff en a analysé plus de 7 000 
avant de rédiger le texte de ce livre trés complet, qui intéressera les 
embryologistes, les biologistes, les généticiens, et, d’une maniére géné- 
rale, tous les travailleurs qui utilisent l’embryon de poulet. 
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